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Resumo 
 
 
Introdução: Genes que codificam proteínas envolvidas na biossíntese, ação e 
metabolização dos esteróides sexuais são polimórficos. Essa condição poderia 
explicar as variações individuais na densidade mamográfica. O presente estudo 
teve como objetivos avaliar a eventual associação das características clínicas e 
dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI do gene do receptor alfa de estrogênio com 
a densidade mamográfica após a menopausa. Métodos: Foram avaliadas 
prospectivamente 120 mulheres não usuárias de terapia hormonal e sem lesões 
mamárias clínica ou mamográficas. Todas elas submeteram-se à mamografia 
bilateral e a densidade radiológica foi determinada por três observadores 
independentes, sendo duas avaliações subjetivas, baseadas na classificação dos 
padrões mamográficos do ACR-BIRADS® (2003) e uma computadorizada - 
ferramenta de histograma de escala de cinza do software Adobe Photoshop® 7.0. 
Amostras de sangue periférico foram obtidas para extração de DNA, que foi 
realizada segundo o protocolo do Kit GFX® da Amersham-Pharmacia. Após a 
extração do DNA, foi realizada PCR-RFLP (Reação de Cadeia Polimerase - 
Restriction Fragment Length Polymorphism) para análise dos polimorfismos 
presentes no íntron 1 (HaeIII e XbaI) e no éxon 1 (MspI) do gene do receptor de 
estrogênio. Resultados: Houve alto grau de concordância entre os observadores 
na determinação da densidade mamográfica (kappa, Pearson e Spearman - 
p<0,001). As associações entre as características clínicas com a densidade 
mamária foram: Idade (p=0,04), índice de massa corpórea (p<0,0001), idade da 
menarca (p=0,02), idade da menopausa (p=0,120), idade no primeiro parto 
(p=0,120) e paridade (p=0,09). Já a relação entre a distribuição alélica dos 
polimorfismos com a densidade foi: XbaI (p=0,02), HaeIII (p=0,65) e MspI 
(p=0,65). Conclusão: Apenas o polimorfismo XbaI e os fatores clínicos idade, 
idade da menarca e índice de massa corpórea mostraram-se associados com a 
densidade mamográfica após a menopausa.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
2 
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Polimorfismo é uma variação genética de ocorrência habitual na 
população geral, encontrado em frequência superior a 1% (Schor et al, 2004).  
Genes que codificam proteínas envolvidas na biossíntese, ação e 
metabolização dos esteróides sexuais são polimórficos. Essa condição pode 
contribuir para o desenvolvimento de doenças em vários tecidos hormônio-
dependentes e, também, explicar as variações individuais na densidade 
mamográfica (Cai et al, 2003; Haiman et al, 2003). 
Polimorfismos em genes que codificam enzimas, receptores e outras 
proteínas podem influenciar suas funções e criar diferenças na atividade 
metabólica, alterando o risco para o câncer de mama. Candidatos incluem genes 
para enzimas que metabolizam agentes carcinógenos, hormônios esteróides e 
receptores, como entre outros, os de estrogênio e progesterona.  
A base genética que envolve a síntese de proteínas responsáveis 
pela manutenção dos níveis hormonais tem sido reconhecida recentemente, 
como um importante fator de risco para o câncer de mama. Tem-se tornado 
mais claro, que a herança genética agindo por meio dos polimorfismos em 
genes metabólicos, tem relevante papel (Feigelson et al, 2000).  
Como os hormônios sexuais agem por meio de proteínas receptoras, 
determinadas geneticamente, o conhecimento dos genes polimórficos auxilia na 
compreensão das diferentes respostas hormonais encontradas na população. 
O estudo da densidade mamográfica em particular, assume 
importância, pois é considerado relevante fator de risco independente para o 
câncer de mama (Wolfe et al, 1976; Saftlas et al, 1987; Byrne et al, 1995; 
Boyd et al, 1998). 
Os diferentes padrões de densidade mamográfica dependem da 
distribuição dos elementos constituintes mamários - ductos, alvéolos, estruturas 
fibrosas e adiposas – cujas proporções sofrem influências genéticas e 
ambientais. À medida que essa razão se modifica com a idade, estimulada pela 
ação dos hormônios sexuais, fornece também aspectos da imagem compatíveis 
com cada período. 
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No menacme, o estradiol estimula o crescimento do epitélio ductal e a 
progesterona, a diferenciação do mesmo, ambos promovendo aumento da 
atividade mitótica nas células colunares (Nazário et al, 1995). 
Após a menopausa, ocorre progressivamente diminuição numérica e 
volumétrica do epitélio glandular e do tecido acinolobular, porém não uniforme. 
Tornam-se atróficos e são substituídos por tecido adiposo (Boyd et al, 1998). 
Entretanto, essa involução mamária não é padrão a todas as mulheres. 
Algumas ainda mantêm padrão mamográfico denso, ou seja, predomínio de 
tecido fibroglandular. 
Sabe-se que a mama densa é importante fator de risco para o 
desenvolvimento do câncer nessa glândula e que, algumas variações em genes 
metabólicos podem explicar diferenças individuais na densidade mamográfica. 
Com base nisso, esse estudo avaliará a eventual associação entre fatores clínicos 
e a presença dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI do gene do receptor alfa de 
estrogênio com a densidade mamográfica, em mulheres após a menopausa. 
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1.1. Objetivos 
 
• Avaliar, em mulheres após a menopausa, a associação entre a densidade 
mamográfica e os polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI, do gene do receptor 
alfa de estrogênio.  
 
• Relacionar as características clínicas associadas com a densidade 
mamográfica no grupo em estudo.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. REVISÃO DA LITERATURA 
6 
Revisão da Literatura 
 
 
 
A mama, glândula sudorípara modificada, é composta de 15 a 20 lobos 
ramificados. Cada lobo contém numerosos lóbulos e pequenos ductos 
ramificantes que progressivamente se unem para constituir ductos maiores e, 
finalmente, um único ducto subareolar principal. Em direção oposta, esses ductos 
terminais finalizam-se em pequenas dilatações, originando 10 a 100 alvéolos e a 
esse conjunto terminal, denomina-se lóbulo mamário. Este segmento ducto-
lobular terminal (UDLT) representa a unidade funcional mamária, onde a maioria 
dos cânceres mamários se origina (Baracat et al, 1998).  
Servindo de sustentação às estruturas epiteliais, encontra-se o tecido 
conectivo, que é altamente celular e ricamente vascularizado. Verifica-se que a 
relação tecido conectivo – epitelial é maior a favor do primeiro, embora a 
presença de um, pode indicar a existência do outro (Baracat et al, 1998).  
A quantidade de UDLT é dependente de idade e influências 
hormonais. No menacme, elas se multiplicam, apresentando picos em alguns 
períodos – fase pós-ovulatória de cada ciclo menstrual, durante a gravidez e 
lactação. Fato inverso também é verdadeiro. Regressão dos lóbulos, 
caracterizada por atrofia ou esclerose, pode ocorrer com certa rapidez, como no 
climatério. Essa involução não é uniforme, podendo produzir assimetrias 
clínicas, mamográficas e ultra-sonográficas (Stavros, 2005). 
 
 
2.1 Padrão mamográfico 
 
A variação na composição tecidual mamária, determinada pelas 
quantidades relativas dos tecidos epitelial, conjuntivo e adiposo, traduzindo-se 
radiologicamente em uma imagem, é conhecida como padrão mamográfico. 
O método mais conhecido para classificação dos padrões 
mamográficos foi desenvolvido por Wolfe em 1976, que calculava, com ajuda de 
um planímetro manual, a proporção entre as densidades radiográficas e a área 
total mamária, descrevendo quatro padrões: 
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Padrão N1 (N de “normal”)  
Mamas eminentemente adiposas (Figura 1). 
 
Padrão P1 (P de “proeminent”)  
Mamas constituídas predominantemente por tecido adiposo, mas com 
áreas densas de predomínio ductal ocupando até 25% da área total mamária 
(Figura 1). 
 
Padrão P2  
Mamas com áreas densas de predomínio ductal ocupando 25% ou 
mais da área total (Figura 1). 
 
Padrão DY (DY de “dysplasia”)  
Mamas com extensas áreas densas nodulares (Figura 1). 
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Figura 1 – Quadro representativo dos quatro padrões de densidade mamográfica segundo 
a classificação de Wolfe. 
 
 
 
 
 
N1 P1
P2 DY
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Outra classificação dos padrões mamográficos foi desenvolvida por 
László Tabár (Tabár, 2006). Para ele, cada padrão mamográfico é representado 
por uma miscelânea de quatro elementos estruturais: 
− Densidades nodulares – representação radiológica dos lóbulos; 
− Densidades lineares – representação das estruturas fibrosas, 
vasos sanguíneos e ductos; 
− Densidades homogêneas fibrosas – tecido fibroso; 
− Áreas radiotransparentes – tecido adiposo. 
 
        Segundo Tabár, um profundo conhecimento da anatomia e patologia 
mamárias faz-se necessário para correta interpretação radiológica. A 
comparação entre caracteres anatômicos e radiológicos determinou a criação de 
um sistema de classificação, contendo cinco padrões parenquimais (Gram et al, 
1997), que é descrito a seguir: 
 
Padrão I 
É o mais comum em mulheres no menacme. Os quatro subtipos 
estruturais estão igualmente representados. Sua frequência diminui com o 
avançar da idade, uma vez que evolui para o padrão II ou III. A terapia hormonal 
detém e muitas vezes, reverte esse processo (Figura 2). 
 
Padrão II 
Representa o resultado final do processo de lipossubstituição. As 
imagens são dominadas por tecido adiposo (radiotransparente) e densidades 
lineares, permitindo melhor detecção de possíveis anormalidades (Figura 2).  
 
Padrão III 
A imagem radiológica é semelhante ao anterior, exceto pela 
predominância fibroglandular encontrada na região retroareolar. Em associação 
ao padrão II, são encontrados em mais de 70% das mulheres após a menopausa 
(Figura 2). 
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Padrão IV 
É dominado por densidades lineares e nodulares proeminentes 
reduzindo a sensibilidade do exame mamográfico. Sua freqüência é estimada 
em 10 a 12% das mulheres (Figura 2).  
 
Padrão V 
Extensa fibrose é a característica principal desse padrão, que também 
apresenta reduzida sensibilidade diagnóstica. Cerca de 5% das mulheres o 
apresentam. Em associação ao padrão IV, parecem ser resistentes ao processo 
de lipossubstituição (Figura 2). 
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Figura 2 – Quadro representativo dos cinco padrões de densidade mamográfica 
segundo a classificação de Lázló Tabár. 
 
 
 
 
 
Padrão I Padrão II Padrão III
Padrão IV Padrão V
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Mais recentemente, em 2003, o “American College of Radiology” 
(ACR) por meio do léxico BI-RADS® (Breast Imaging Reporting and Data 
System) atualizou sua classificação dos padrões mamográficos, correlacionando 
quantidade de densidades parenquimatosas com a sensibilidade do exame e 
não mais com maior ou menor risco para câncer, descrito inicialmente por Wolfe. 
      Segundo o ACR-BIRADS®, as mamas podem ser radiologicamente 
classificadas em: 
 
P1 - Lipossubstituídas  
Menos de 25% de tecido fibroglandular (Figura 3). 
 
P2 - Parcialmente lipossubstituídas  
De 25 a 50% de tecido fibroglandular (Figura 3). 
 
P3 - Heterogeneamente densas  
De 50 a 75% de tecido fibroglandular (Figura 3). 
 
P4 - Extremamente densas  
Mais de 75% de tecido fibroglandular (Figura 3).  
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Figura 3 – Quadro representativo dos quatro padrões de densidade mamográfica segundo 
a classificação do ACR-BIRADS®. 
P1 P2
P3
P4
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2.2 Densidade mamográfica e sua relação com câncer de mama 
 
Segundo Wolfe, mulheres com mamas de aspecto P2 ou DY 
apresentavam maior risco para desenvolver câncer de mama. Havia uma 
relação de 37:1 para mamas DY, quando comparadas às mamas N1. Entretanto, 
investigadores subsequentes não reproduziram essa relação ou não mostraram 
associação tão clara. 
No começo de 1980, com o surgimento de mamógrafos mais 
aprimorados, a densidade mamográfica pode ser melhor avaliada. Os achados de 
12 estudos mostraram associação moderada com risco para câncer de mama. As 
mulheres que apresentavam mamas densas apresentavam risco cerca de 4 a 6 
vezes maior que aquelas com mamas lipossubstituídas (Harvey et al, 2004). 
Warner et al (1992) realizaram revisão sistemática seguida de 
metanálise para relacionar o risco de câncer de mama aos graus de densidades 
mamográficas. Mostraram que o risco relativo era 2 a 5 vezes maior, nas 
mulheres cujas mamografias revelavam mamas densas, em relação àquelas 
com mamas lipossubstituídas. 
Ao avaliar a associação entre características mamográficas e fatores 
de risco para câncer de mama, Byrne et al (1995) verificaram que a mama 
densa era fator de risco independente, quando relacionado à história familiar, 
idade ao primeiro parto a termo, etilismo e doenças proliferativas benignas da 
mama. Mulheres com mamas extremamente densas apresentavam risco cerca 
de cinco vezes maior para o desenvolvimento dessa neoplasia. Verificaram 
também, que esse efeito persistia por 10 anos ou mais.  
A mama densa também foi considerada importante fator de risco para 
Mandelson et al (2000). Mulheres com esse padrão mamográfico tinham risco 
seis vezes maior, independente da idade, situação menopausal ou uso de 
esteróides exógenos. 
Contribuindo também para a discussão acerca do padrão mamográfico 
“versus” risco, Satija et al (2002) revisaram 82.391 mamografias de mulheres 
com idade entre 40 e 80 anos. Utilizando os critérios de Wolfe, verificaram que 
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mulheres com mamas lipossubstituídas (N1 e P1) apresentavam menor risco de 
desenvolver câncer que aquelas com mamas densas (P2 e DY) e nessas 
últimas (DY), o risco relativo chegava a 2,49. 
A melhora na qualidade da imagem pode ter apresentado um impacto 
na avaliação da densidade mamográfica, levantando questões acerca da 
aplicabilidade das estimativas prévias de risco para o câncer de mama. Existem 
também questões sobre a influência da idade e se a densidade mamográfica pré 
ou após a menopausa é mais preditiva de risco. 
Vacek et al (2004) avaliaram prospectivamente 61.844 mulheres afim 
de averiguar o risco de câncer, de acordo com os diferentes padrões 
mamográficos do ACR-BIRADS®. Investigaram também características clínicas 
possivelmente relacionadas ao padrão mamográfico, como situação 
menopausal, índice de massa corpórea (IMC), nuliparidade, idade no primeiro 
parto a termo e antecedente familiar de câncer. Observaram que a maioria das 
mulheres com mamas lipossubstituídas encontrava-se após a menopausa e 
apresentava IMC elevado. Nulíparas ou aquelas com primeiro parto após os 30 
anos apresentavam, significativamente, mamas mais densas. Verificaram 
também, que o câncer de mama era cerca de quatro vezes mais frequente 
naquelas com mamas extremamente densas (D4), quando comparadas àquelas 
com mamas totalmente lipossubstituídas (D1).  
Os dados agregados de 42 estudos, revelando 14.134 casos de 
câncer de mama e 226.871 mulheres sadias, foram apresentados por 
McCormack et al (2006). Analisando padrões mamográficos de Wolfe, Tabár e 
do ACR-BIRADS®, os autores verificaram estimativas de riscos mostrando 
tendência de aumento com os critérios de Wolfe de 1,76 (P1) a 3,98 (DY). Já os 
que usaram a classificação BIRADS® revelaram resultados consistentes com 
risco relativo de 2,04 (D2) a 4,08 (D4). Por fim, o estudo que usou a 
classificação proposta por Tabár, encontrou aumento de 2,42 no risco para o 
padrão IV, comparado ao padrão I, porém não havia aumento no risco para o 
padrão V.  
No mesmo ano, Crest et al (2006) examinaram a relação entre 
antecedente familiar de câncer de mama e a densidade mamográfica, analisando 
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35.019 mulheres após a menopausa. O risco conferido pela mama densa era 
estimado ser 17% maior para mulheres com familiares de 1º grau afetados, 
quando comparadas àquelas sem esse antecedente. Esse risco aumentava com 
maior número de familiares de 1º grau afetados (a partir de três, OR=1,46; 
IC=1,05-2,01) e entre mulheres com pelo menos um familiar em 1º grau afetado 
antes da menopausa (OR=1,22; IC=1,10-1,34). Concluíram que o antecedente 
familiar de câncer de mama era mais fortemente associado à densidade 
mamográfica, quando os familiares afetados eram mais geneticamente similares. 
Portando, poderia haver elementos genéticos comuns que afetavam a densidade 
mamográfica e essa neoplasia.  
 
2.3 Aspectos histológicos da densidade mamográfica 
 
De acordo com os estudos de Petersen et al (1987), a expressão dos 
receptores de estrogênio e de progesterona (RP) na mama normal é muito 
heterogênea quanto à freqüência e intensidade. Na glândula mamária, ambos 
são encontrados exclusivamente no núcleo de células epiteliais e suas 
expressões também variam consoante a fase do ciclo menstrual.  
Jacquemier et al (1990) avaliaram a expressão dos RE e RP na mama 
normal em mulheres após a menopausa. Observaram maior número de células RE 
positivas do que RP positivas (26% RE positivas e 2% de RP positivas), situação 
oposta à encontrada na pré-menopausa (6% RE positivas e 29% RP positivas). 
Williams et al (1991) encontraram, em mamas normais, média inferior a 
5% de células RE positivas. Battersby et al (1992) registraram situação 
semelhante. A expressão de RE estava presente em cerca de 5% das células 
epiteliais. Ao contrário, os níveis de RP foram relativamente estáveis durante todo 
o ciclo, com discreto aumento na fase lútea. Não observaram diferenças nesses 
índices conforme a idade ou a paridade. 
Clarke et al (1997) comprovaram haver dissociação entre a expressão 
dos receptores de esteróides e as células em proliferação na mama humana 
normal. A partir de espécimes provenientes de mamoplastias, observaram que 
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as células que expressavam RE não eram as mesmas células que haviam sido 
marcadas pela timidina tritiada ou pelo anticorpo Ki-67. Sugeriram que as 
células RE positivas funcionariam como um sensor para os níveis de estradiol 
local ou sistêmico, enquanto as células em proliferação atuariam como efetoras 
do estímulo mitogênico do estrogênio.  
Segundo Boyd et al (1998), a elevada densidade mamográfica pode 
indicar maior número de células epiteliais e estromais. Se a transformação 
maligna das células epiteliais, mediada geneticamente, é um evento esporádico, 
então quanto maior o número celular, maior a probabilidade de câncer de mama. 
Fatores que poderiam explicar a associação da densidade 
radiológica com o risco para câncer têm sido investigados há alguns anos. 
Com esse intuito, pesquisadores têm comparado a histologia de espécimes 
cirúrgicos com as respectivas imagens radiológicas. Entretanto, os achados 
não têm sido consistentes.  
Em 1986, Page e Winfield afirmaram que a densidade radiológica 
mamária era determinada pelos lóbulos e estroma. Porém, a contribuição 
relativa de cada um para a mama radiologicamente densa não tinha sido 
quantificada (Harvey et al, 2004). 
Brigth et al (1988) relacionaram características mamográficas com 
achados histológicos de biópsias realizadas em mulheres sem câncer de mama. 
Verificaram que naquelas após a menopausa, a hiperplasia epitelial estava 
associada ao padrão P2 de Wolfe e que fibrose intra e extralobulares eram 
encontradas mais frequentemente naquelas com padrão DY. Já entre as 
mulheres no menacme, fibrose intralobular era comumente verificada naquelas 
com padrões de alto risco.  
Posteriormente, Arthur et al (1990), analisando padrões mamográficos 
e histológicos de alto risco, não encontraram associação significativa. Os 
resultados demonstraram que algum aumento no risco associado aos padrões P2 e 
DY não poderiam ser atribuído à maior proporção de anormalidades epiteliais. Em 
vez disso, características radiológicas pareciam estar relacionadas com a variável 
proporção e distribuição do tecido fibroso e adiposo no estroma interlobular.  
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Resultados mais animadores foram verificados em 1992, quando 
Boyd et al estimaram risco relativo de detecção de carcinoma “in situ”, 
hiperplasias sem e com atipias ou doenças não proliferativas, em mulheres com 
diferentes extensões de densidades mamográficas. Aquelas com mamas densas 
(mais de 75% de tecido fibroglandular) tinham 9,7 vezes mais chance de 
desenvolver carcinoma “in situ” ou hiperplasia atípica e 12,2 vezes mais chance 
de desenvolver hiperplasia sem atipia, que aquelas com mamas 
lipossubstituídas. A relação entre a extensão da densidade mamográfica e o 
percentual de tecido adiposo, colágeno e epitélio, constituintes do espécime de 
biópsia também foi avaliado. Mamas densas eram associadas à maior proporção 
de colágeno (p<0,0001) e epitélio (p<0,047) e menor proporção de tecido 
adiposo (p<0,0001). Não havia associação entre percentual de tecido adiposo 
com a classificação histológica. Porém, atipia, carcinoma “in situ” e hiperplasia 
sem atipia eram associados à maior percentual de colágeno e epitélio. 
Sabendo que células epiteliais, mioepiteliais e fibroblastos estromais 
mamários comunicam-se por meio de sinais parácrinos, Guo et al (2001) 
sugeriram que fatores de crescimento estromais poderiam provocar acúmulo de 
colágeno e proliferação celular epitelial, contribuindo dessa forma, para a 
caracterização da mama radiologicamente densa. Comparando o tecido 
adjacente às lesões benignas de mulheres com mamas extremamente densas e 
daquelas com mamas lipossubstituídas, encontraram maior quantidade do fator 
de crescimento IGF-1 e da proteína reguladora da matriz estromal TIMP-3. 
Ainda foram observados maiores celularidade, área nuclear e depósito de 
colágeno em mulheres com mamas densas. Esses resultados os fizeram 
acreditar que as proliferações estromal e epitelial estariam associadas a fatores 
específicos reguladores de crescimento. Propuseram assim, que o IGF-1 e 
TIMP-3 poderiam influenciar a formação de tecidos responsáveis pelas 
densidades mamográficas e, dessa forma, estarem associados ao risco de 
câncer de mama. 
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2.4 Determinação genética da densidade mamográfica 
 
Há pouco tempo, começou-se a estudar a contribuição de fatores 
genéticos na determinação da densidade mamográfica. 
Pankow et al, em 1997, avaliaram 1.370 mamografias de mulheres de 
258 famílias independentes, encontrando correlação significativa entre irmãs e 
relação de menor magnitude entre mãe e filha. Análises de segregação 
indicavam que um gene autossômico dominante influenciava a densidade 
mamográfica. Aquelas que herdassem o referido alelo teriam maior densidade, 
cerca de duas vezes em relação à população geral. Dessa forma, chegaram à 
conclusão de que a mama densa poderia ser geneticamente influenciada. 
Ziv et al (2003) afirmaram que se fatores genéticos que podem 
influenciar a densidade mamográfica aumentam o risco para câncer de mama, 
então essa densidade deveria estar associada à história familiar dessa afecção. 
Avaliaram 6.146 mamografias e verificaram associação significativa entre a 
mama densa e o antecedente familiar em primeiro grau positivo. Chegaram à 
conclusão de que fatores genéticos relacionados com a densidade mamográfica 
poderiam estar envolvidos no risco para câncer de mama. 
Sabendo que mulheres caucasianas eram mais acometidas por câncer 
de mama do que afroamericanas, Del Carmen et al (2003), tentaram encontrar 
diferenças com relação à densidade mamográfica entre essas duas populações. 
Analisaram 769 mamografias e após ajuste de idade e IMC, verificaram “efeito 
racial” intrínseco: a densidade mamográfica era maior nas caucasianas. 
Tentando estimar a hereditariedade da área tecidual densa e 
lipossubstituída, Stone et al (2006) combinaram dados de dois estudos, 
compreendendo 571 gêmeas monozigóticas e 380 dizigóticas. Após 
caracterização das áreas densas e lipossubstituídas, usando método computador-
assistido e ajuste de dados, verificou-se correlação entre gêmeas monozigóticas, 
maior que entre dizigóticas. A hereditariedade foi estimada em 65% para área 
densa e 66% para área lipossubstituída. Concluíram que fatores genéticos podem 
ter maior papel na variação dos padrões mamográficos. 
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Baseando-se em evidências epidemiológicas relacionando hormônios 
esteróides com alterações na densidade mamográfica, tem-se analisado se 
variações em genes que regulam a biossíntese e metabolismo hormonal 
poderiam explicar, ao menos parcialmente, as diferenças individuais na 
densidade mamográfica. 
O DNA é uma macromolécula polimérica de ácido nucléico composta 
por três tipos de unidades: açúcar (desoxirribose), uma base nitrogenada e um 
grupo fosfato. As bases são de dois tipos, purina (adenina e guanina) e 
pirimidina (citosina e timina). A união entre desoxirribose, uma base e o fosfato 
constitui o nucleotídeo. Estes se polimerizam em longas cadeias polinucleotídicas 
(em forma de dupla hélice), contendo centenas de milhões de nucleotídeos 
(Nussbaum et al, 2002).  
O ácido desoxirribonucléico possui grande número de variações em 
sua composição de nucleotídeos. Essas são decorrentes de substituições, 
inserções e deleções de bases, que ocorreram com o passar dos anos, ao longo 
do processo evolutivo humano, podendo, portanto, serem transmitidas de 
geração em geração. Quando alcançam freqüência igual ou superior a 1% na 
população, são denominadas de polimorfismos (Kowk e Gu, 1999). 
As substituições de bases nitrogenadas são classificadas em 
transições e transversões. As primeiras ocorrem entre bases com mesmas 
características físico-químicas e são mais freqüentes (entre purinas/purinas ou 
pirimidinas/pirimidinas). Já as transversões são as trocas entre bases 
purina/pirimidinas. Quando as substituições ocorrem em regiões codificantes, 
podem alterar a sequência de aminoácidos de uma proteína, provocando 
mudanças estruturais e funcionais significativas. Por outro lado, algumas 
substituições não alteram a sequência protéica (Majewski e Ott, 2002). 
De forma resumida, um gene pode ser descrito como segmento da 
molécula de DNA que é necessário para produção de um produto funcional, seja 
um polipeptídeo ou molécula funcional de RNA (ácido rebonucléico). A grande 
maioria dos genes é interrompida por uma ou mais regiões não-codificantes, os 
íntrons. Esses são inicialmente transcritos em RNA no núcleo, mas não estão 
presentes no RNA mensageiro no citoplasma. Assim, a informação das 
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sequências intrônicas normalmente não é representada no produto final, a 
proteína. Já o éxon representa qualquer região genética que codifica proteína, 
portanto, o segmento do DNA que será transcrito em RNA (ácido ribonucléico) 
mensageiro (Nussbaum et al, 2002).  
Os polimorfismos de único nucleotídeo são comuns em todas as 
regiões do genoma. Estima-se que ocorra um polimorfismo a cada 1.000 bases 
(Syvanen et al, 2001). 
Com o estudo do genoma humano, a análise dos polimorfismos passou 
a despertar interesse em distintas áreas, como genética populacional e evolução. 
Em medicina, o principal interesse surgiu das evidências da ação direta dos 
polimorfismos no surgimento e progressão de algumas doenças, revelando 
possibilidades de uso, como marcadores de predisposição às mesmas.  
Investigando a possível suscetibilidade ao câncer de mama decorrente 
de variantes genéticas do receptor de estrogênio, Schubert et al (1999) avaliaram 
vinte e cinco famílias com quatro ou mais casos de câncer de mama, e também 
seis famílias com câncer de ovário ou mama masculina. Analisaram dez 
polimorfismos no “locus” do RE, porém não detectaram associação significativa 
com a incidência do referido câncer. 
Visto que mutações genéticas podem aumentar a incidência de certos 
tipos de câncer, a ocorrência de polimorfismos pode afetar a expressão gênica 
e, consequentemente, ter relevância na oncogênese (Cai et al, 2003; Zhu et al, 
2004). Dessa forma, essas variações genéticas podem conferir maior ou menor 
suscetibilidade a doenças, capacidade de metabolizar carcinógenos, ou mesmo, 
maior ou menor potencial de síntese hormonal. 
Haiman et al (2002), sabendo que polimorfismos em genes 
metabólicos poderiam representar biomarcadores de longo tempo de 
exposição aos hormônios esteróides endógenos e potenciais fatores de risco 
para câncer de mama, avaliaram a associação entre estes variantes genéticos 
e a densidade mamográfica. Seus resultados não foram expressivos. Não 
havia associação significativa entre polimorfismos em genes metabólicos e a 
densidade mamográfica. 
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Sabendo que o RE é importante mediador da resposta humoral em 
tecidos estrogênio-sensíveis, Shin et al (2003) avaliaram o potencial da 
associação entre os polimorfismos PvuII e XbaI do gene do receptor de 
estrogênio com o risco de câncer de mama em mulheres coreanas. Verificaram 
que o genótipo XbaI poderia modificar o risco individual de câncer, 
especialmente em mulheres após a menopausa, enquanto o genótipo PvuII não 
era significante. 
Cai et al (2003) também contribuíram para os esclarecimentos acerca 
dos polimorfismos. Resultados desse estudo, que examinou a associação entre 
PvuII e XbaI, e o risco de câncer de mama, contou com a participação de 1.459 
mulheres portadoras dessa neoplasia e 1.556 sadias. Após análises 
comparativas, verificaram que o polimorfismo PvuII estava fracamente associado 
com o câncer. O XbaI apresentava mesmo grau de relação, porém apenas entre 
as mulheres após a menopausa.  
A existência de variantes genéticas do receptor de estrogênio, 
muitas das quais, possivelmente relacionadas ao câncer de mama, fizeram 
Wedrén et al (2004) analisarem polimorfismos nesse gene, em um grande 
estudo de caso-controle. Após aleatorização de 1.500 mulheres portadoras de 
câncer e igual número de controles sadios, verificaram que não havia relação 
significativa entre esses dois grupos. Porém, a combinação em haplótipos 
determinava aumento no risco. Essas associações, contudo, eram mais 
pronunciadas em mulheres com maior IMC. 
A presença dos polimorfismos PvuII e XbaI do gene de RE tem sido 
relacionada ao risco para câncer de mama, porém, os resultados não são 
consistentes. Para elucidar essa questão, van Duijnhoven et al (2006) tentaram 
associá-los à densidade mamográfica. Observaram que mulheres com mamas 
densas apresentavam um ou dois alelos polimórficos, sugerindo dessa forma, 
que esses polimorfismos afetariam o risco para esse câncer. 
Ramos et al (2006) avaliando os polimorfismos HaeIII e MspI do gene 
do RE em mulheres após a menopausa, encontraram associação com a 
densidade mamográfica, com tendência ao significado estatístico. Verificaram 
que mulheres com mamas densas (padrões 3 e 4 do ACR-BIRADS®) possuíam 
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maior chance de apresentarem o polimorfismo MspI, que aquelas com mamas 
lipossubstituídas. A mesma relação, porém, não foi verificada com o HaeIII. 
Shen et al (2006), sabendo que genes metabólicos e do RE são 
possíveis fatores de risco implicados na iniciação e desenvolvimento do câncer 
de mama, analisaram se os polimorfismos CYP1A1 MspI, PvuII e XbaI estariam 
associados ao risco para essa neoplasia em mulheres chinesas. Foram 
analisados 282 casos e 298 controles. O risco de câncer de mama foi duplicado 
para as portadoras de polimorfismo CYP1A1 MspI (OR= 2,22; IC= 1,26-3,85). A 
associação pareceu ser mais forte entre os casos diagnosticados com mais de 45 
anos. Já os polimorfismos PvuII e XbaI não mostraram forte associação com 
câncer. Entretanto, verificaram efeito conjunto sobre o risco desta moléstia entre 
os genótipos CYP1A1 MspI e XbaI (OR= 5,87), entre CYP1A1 MspI e PvuII (OR= 
2,39), e entre os três genótipos (OR= 8,07). Concluíram então, que genes 
metabolizantes estrogênicos e do RE poderiam, conjuntamente, ter papel na 
etiologia do câncer de mama.  
Lu et al (2005) também investigaram a associação entre os 
polimorfismos XbaI e PvuII no gene do receptor de estrogênio e o risco para o 
câncer de mama. Examinaram 138 mulheres com essa neoplasia e 140 controles 
sadios. Verificaram menor risco para as mulheres sem o polimorfismo XbaI. Essa 
diminuição mostrava ser mais significante em mulheres após a menopausa  
(OR= 0,36; IC=0,16-0,83). Não havia diferença significante na distribuição do 
genótipo PvuII entre pacientes e controles. Concluíram que o polimorfismo XbaI 
do gene do receptor de estrogênio estava associado ao risco para o câncer de 
mama, mais significativamente após a menopausa. Sua ausência poderia diminuir 
o risco. Nenhum efeito aparente do polimorfismo PvuII foi identificado. 
À medida que se descobrem mais polimorfismos, crescem também as 
pesquisas acerca de seus significados funcionais. 
Andersen et al (1994) compararam a frequência alélica de 
polimorfismos localizados no domínio de ligação DNA do gene do RE, entre 
pacientes com câncer de mama e controles. Estudaram também, se algum dos 
polimorfismos estava associado ao “status” RE e/ou RP, idade de início da 
doença ou antecedente familiar. Sugeriram a existência de um elo entre o 
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polimorfismo XbaI e uma mutação funcional no gene do RE, que influenciava a 
suscetibilidade ao câncer de mama, ou entre a região do gene RE e um gene 
próximo responsável pela elevação desse risco. Já para o polimorfismo PvuII, 
não encontraram associação significativa. 
Roodi et al (1995) examinaram o gene do receptor de estrogênio em 
tumores mamários (RE positivo e negativo) a fim de determinar se 
deleções/inserções ou mutações pontuais poderiam ser responsáveis pelo 
fenótipo RE-negativo. Examinaram os éxons de 1 a 8 em 118 tumores RE-positivo 
e 70 RE-negativo, encontrando polimorfismos nos códons 10, 87, 243, 325 e 594. 
Não havia correlação entre os alelos polimórficos e o fenótipo RE ou outros 
parâmetros clinicopatológicos como tamanho tumoral, tipo histológico, grau 
histológico ou estádio. Entretanto, o polimorfismo no éxon 4 (códon 325, CCC → 
CCG) mostrou forte associação com história familiar de câncer de mama 
(p=0,0005), independente da situação menopausal. Não foram encontrados 
deleções/inserções nos tumores RE negativo, concluindo que esse fenótipo não 
é resultado de mutações na região codificadora do RE, mas é resultante da 
deficiente expressão do RE em nível trasncripcional ou pós-transcripcional. Além 
disso, possível ligação do “locus” RE ao câncer de mama observada em famílias 
com vários casos dessa doença levantou a possibilidade de que esse 
polimorfismo estaria envolvido na determinação do câncer de mama. 
Tentando confirmar os achados descritos anteriormente, Southey et al 
(1998) analisaram mulheres com tumores de mama diagnosticados antes dos 40 
anos. Compararam a frequência de alelos entre 388 casos e 294 controles, para 
determinar se o mesmo polimorfismo era fator de risco para o “estádio” inicial. 
Não verificaram diferença alélica entre casos e controles. Não havia evidência 
de efeito do polimorfismo do RE localizado no éxon 4, no risco para câncer de 
mama em mulheres com ou sem antecedente familiar. 
Embora ainda não exista evidência de efeito funcional dos 
polimorfismos na expressão ou função do RE alfa, Onland-Moret et al (2005) 
avaliaram a relação entre PvuII e XbaI e o risco para câncer de mama em 
mulheres após a menopausa e também, seus efeitos nos níveis endógenos de 
estrogênio. Verificaram que aquelas com dois alelos polimórficos PvuII tinham 
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aumento de 1,5 vez no risco de câncer. A mesma relação, entretanto, não foi 
verificada com o polimorfismo XbaI. Encontraram também, interação significativa 
entre o nível estrogênico e o PvuII. Aquelas com alto nível de estradiol (E2) que 
portavam um ou dois alelos polimórficos, tinham 2,3 vezes maior risco de câncer 
de mama, quando comparadas com as que apresentavam baixo nível de E2 e não 
portavam o referido alelo. Não verificaram associação com o polimorfismo XbaI. 
Resultados opostos foram encontrados por Schuit et al (2005). 
Avaliaram 631 mulheres após a menopausa e demonstraram que o PvuII estava 
associado a uma diminuição plasmática no nível de E2 de maneira alelo dose-
dependente. Os níveis de estrona (E1), entretanto, não estavam associados a 
polimorfismos do RE. Sugeriram que o menor poder de expressão do RE 
causado pelo polimorfismo levaria a menor expressão de enzimas envolvidas na 
síntese estrogênica.  
A associação de polimorfismos com o risco para câncer de mama pode 
sugerir que também podem afetar a sobrevida. Boyapati et al (2005) avaliaram a 
relação entre polimorfismos do gene do RE com a taxa de sobrevida ao câncer de 
mama, porém não encontraram associação significante. Concluíram que, embora 
tenham sido relacionados a respostas teciduais alteradas ao estrogênio, o 
impacto funcional desses polimorfismos não é bem conhecido. 
Motivados pelo papel do RE no desenvolvimento e prognóstico do 
câncer de mama, assim como, a existência de associações entre alguns 
polimorfismos e doenças endócrinas relacionadas, Modugno et al (2005) 
investigaram a associação dos polimorfismos PvuII e XbaI com o risco de câncer 
de mama, em grande coorte de 3.321 mulheres caucasianas após a 
menopausa. Concluíram que portadoras do alelo normal para o polimorfismo 
XbaI estavam associadas à diminuição não significativa do risco para o câncer 
de mama. O PvuII não revelou mesmo grau de associação; porém, portadoras 
desse alelo normal poderiam estar associadas à redução no risco entre 
nulíparas e um aumento entre usuárias de terapia hormonal.  
Neuss et al (2006) analisaram se o polimorfismo PvuII do gene do RE 
influenciaria a expressão ou funcionalidade do receptor. Avaliaram 236 mulheres 
com câncer de mama, verificando associação significativa entre o padrão 
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polimórfico pp (PvuII) e aquelas com a referida moléstia após a menopausa. 
Observaram também, que não havia correlação com o “status” do RE ou 
estadiamento clínico. Concluíram dessa forma, que a perda completa do alelo P 
(normal) seria fator de risco, porém não havia influência na expressão do 
receptor ou estádio tumoral. 
Hamaguchi et al (2008) conhecendo o importante papel exercido pelo 
estrogênio na carcinogênese e progressão do câncer de mama, analisaram a 
presença dos polimorfismos do gene do RE, de genes metabólicos e biossíntese 
estrogênica (CYP17A1, CYP19A1, HSD17B1, CYP1B1, COMT) e p53, em 
mulheres portadoras dessa neoplasia. Verificaram que polimorfismos do RE, 
CYP19A1, COMT e p53 ocorriam mais frequentemente em mulheres 
premenopausadas, portadoras de câncer de mama RE positivo. Porém, a 
relação entre essas variantes genéticas e as características clinicopatológicas 
tumorais não se mostraram associadas.  
Sabendo que as predisposições genéticas associadas à exposição 
ambiental são importantes fatores de risco para o câncer de mama e que, 
mutações de alto risco ocorrem em cerca de 5% dos casos, Hu et al (2007) 
desenvolveram estudo de caso-controle para investigar possíveis associações 
entre polimorfismos em genes metabólicos (COMT e CYP19) e no gene do 
receptor de estrogênio (XbaI e PvuII), e o risco para esta moléstia, em mulheres 
com antecedente familiar desse câncer. Os resultados indicaram que não havia 
diferença significativa na freqüência genotípica entre casos e controles. Porém, 
quando se estratificou a amostra por situação menopausal, os genótipos PvuII 
(P/p) e COMT (Val158Met L/L) mostraram-se associados a elevado risco de 
câncer em mulheres premenopausadas. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. PACIENTES E MÉTODOS 
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As pacientes foram atendidas no Setor de Climatério e avaliadas no 
Setor de Diagnóstico da Disciplina de Mastologia do Departamento de 
Ginecologia da Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de 
Medicina (UNIFESP-EPM), no período de março a julho de 2007. 
O estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
da UNIFESP-EPM (Anexo 1). 
Foram analisadas 120 mulheres após a menopausa. Após serem 
esclarecidas sobre todas as etapas do estudo e assinarem o termo de 
consentimento pós-informado (Anexo 2), submeteram-se aos exames físico 
geral e ginecológico, além de coleta de sangue para exames subsidiários e 
citologia oncológica cérvico-vaginal no Setor de Climatério. 
No Setor de Diagnóstico da Disciplina de Mastologia, procedeu-se ao 
exame mamográfico e ultra-sonografia mamária, esta última quando necessário. 
 
3.1 Critérios de inclusão 
 
As mulheres incluídas caracterizavam-se por:  
− apresentarem amenorréia de, no mínimo, 1 ano e, no máximo, 5 
anos; 
− não fazerem uso de medicação hormonal (inclusive fitohormônios) 
para tratamento de sintomas menopausais nos últimos 12 meses; 
− não portarem doenças endócrinas, bem como hepáticas ou renais, 
que pudessem alterar o metabolismo estrogênico, determinando 
mudanças na densidade mamográfica; 
− apresentarem mamografias classificadas como categorias 1 ou 2 
pelo sistema ACR-BIRADS® (“American College of Radiology – 
Breast Imaging Reporting and Data System”). 
 
       No anexo 3, expõem-se as características clínicas das pacientes 
estudadas. 
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3.2 Avaliação da densidade mamográfica 
 
Todas as pacientes foram submetidas à mamografia bilateral. 
Padronizou-se a incidência oblíqua médio-lateral esquerda para a avaliação da 
densidade mamográfica pelos três observadores independentes (Anexo 4).  
Os observadores 1 e 2 realizaram a avaliação visual (subjetiva) da 
densidade mamográfica baseando-se na classificação dos padrões mamográficos 
do ACR-BIRADS®, 2003: 
 
Padrão 1 – Mamas predominantemente lipossubstituídas (menos de 25% de 
tecido fibroglandular); 
Padrão 2 – Mamas parcialmente lipossubstituídas (de 25 a 50% de tecido 
fibroglandular); 
Padrão 3 – Mamas heterogeneamente densas (de 50 a 75% de tecido 
fibroglandular); 
Padrão 4 – Mamas extremamente densas (mais de 75% de tecido 
fibroglandular). 
 
O terceiro observador determinou a densidade mamográfica 
objetivamente, como se segue: 
− a imagem da incidência oblíqua médio-lateral esquerda foi 
capturada e digitalizada pelo “scanner” CX312.T (Radiographic 
Digital Imaging, Compton, CA, USA); 
− a densidade foi calculada utilizando-se a ferramenta de histograma 
de escala de cinza do Adobe Photoshop® versão 7.0, conforme 
enumerado: 
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1) Inicialmente, com a ferramenta “Lasso Tool”, selecionou-se toda mama, 
tomando-se o cuidado de excluir o músculo peitoral e, assim, encontrou-se 
um valor numérico que correspondia à quantidade de “pixels” da área 
mamária total (Figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Seleção da área mamária total pelo programa de computação Adobe 
Photoshop® versão 7.0. 
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2) A seguir, selecionou-se com a ferramenta “Magic Tool”, a área mais densa, 
correspondendo ao tecido fibroglandular, obtendo-se dessa forma a 
quantidade de “pixels” dessa área (Figuras 5, 6, 7 e 8); 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Seleção da área mamária de predominância fibroglandular (padrão 1) pelo 
programa de computação Adobe Photoshop® versão 7.0. 
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Figura 6 – Seleção da área mamária de predominância fibroglandular (padrão 2) pelo 
programa de computação Adobe Photoshop® versão 7.0. 
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Figura 7 – Seleção da área mamária de predominância fibroglandular (padrão 3) pelo 
programa de computação Adobe Photoshop® versão 7.0. 
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Figura 8 – Seleção da área mamária de predominância fibroglandular (padrão 4) 
pelo programa de computação Adobe Photoshop® versão 7.0. 
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3) Finalmente, a fim de determinar um valor percentual de tecido fibroglandular, 
estabelecia-se uma relação entre os dois valores iniciais, conforme uma 
“regra de três”: 
 
Densidade Mamográfica = Área densa (“pixels”) x 100 / Área total (“pixels”) - referência 
 
Os valores assim obtidos, percentuais de área densa, eram comparados 
com os valores subjetivos, determinados pelos dois outros observadores, para 
posterior avaliação do grau de concordância. 
 
 
3.3 Coleta de material biológico 
 
Amostras de sangue coletadas em veia periférica, cerca de 5 ml, 
foram obtidas através de vacutainer® contendo EDTA. Posteriormente, foram 
conservadas em –80°C até posterior extração de DNA genômico. 
 
 
3.4 Extração do DNA 
 
A extração de DNA foi realizada segundo protocolo do Kit GFX® da 
Amersham-Pharmacia. Resumidamente, o material celular obtido foi inicialmente 
centrifugado desprezando-se o excesso de TE. Ao concentrado celular, foi 
adicionado 500μl de “Extraction Solution”, agitando-se até que aquele fosse 
dissolvido. Essa etapa foi seguida de centrifugação a 14.000 rpm / 1 minuto 
(Eppendorf modelo 5804 R) com o objetivo de separar restos celulares do 
sobrenadante que será colocado na coluna de filtragem. Após nova 
centrifugação a 14.000 rpm / 1 minuto uma nova alíquota de 500μl de “Extraction 
Solution” foi colocada na coluna com posterior centrifugação a 14.000 rpm / 1 
minuto. Seguiu-se então a colocação de 500μl de “Wash Solution” com nova 
36 
Pacientes e Métodos 
 
 
 
centrifugação a 14.000 rpm / 3 minutos. Nesse momento, adicionou-se à coluna 
70μl de água milliQ autoclavada pré-aquecida a 70°C, seguida de centrifugação 
a 14.000 rpm / 1 minuto coletando-se o eluido em tubo do tipo Eppendorf. O 
DNA assim obtido está pronto para ser utilizado em PCR. 
 
3.4.1 Quantificação do DNA 
A análise da quantidade de DNA obtida nas extrações foi feita através 
de espectrofotometria com comprimento de onda de 280nm (espectrofotômetro 
Spectronic modelo Genesys 5).  
 
3.5 Reação em cadeia de polimerase para o íntron 1 do gene do REα 
 
Nas reações foram usados 200ng do DNA genômico em um volume 
final de 25μl de reação contendo: 5pmol/μl de cada “primer” sense (5’-cat cta ctc 
cta tgt ctg gt-3’) e anti sense (5’-cgt gta gac tga agg gca t-3)”, 10μl de mix 
Promega (50UN/ml de Taq DNA polymerase com buffer de reação – pH8,5, 
400μM de dATP, 400μM de dCTP, 400μM de dGTP, 400μM de dTTP e 3mM de 
MgCl2; Promega® Coorporation, Madison, WI, USA) e 12μl H2O de “nuclease-
free” Promega, que foram submetidos ao termociclador (GeneAmp PCR System 
9700, Applied Biosystems) por 40 ciclos, onde a primeira etapa de desnaturação 
foi de 94ºC por 30 segundos, anelamento à 54ºC por 45 segundos e 
polimerização à 72ºC por 45 segundos. A eletroforese foi em gel de agarose 2% / 
brometo de etídio e o padrão obtido nesta reação foi de 227pb. 
 
PCR-RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) 
Para análise dos polimorfismos presentes no íntron 1 do gene do 
REα, os produtos de PCR foram incubados em um volume final de 10μl a 37°C 
por quatro horas, contendo: 3UN HaeIII e 3UN XbaI (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, California, U.S), 1μl do “React 2 Buffer” e 8μl do 
produto do PCR.  
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A enzima de restrição HaeIII reconhecia o seguinte trecho da 
sequência da PCR amplificado para este trecho do gene REα: 
5´-GG↓CC -3´/ 3´-CC↑GG -5´. 
Já a enzima XbaI reconhecia o trecho da sequência da PCR 
amplificado para este trecho do gene REα:  
5´...T↓CTAGA... 3´/ 3´...AGATC↑T...5´. 
 
3.6 Reação em cadeia de polimerase para o éxon 1 do gene do REα 
 
Nas reações foram usados 200ng do DNA genômico em um volume 
final de 25μl de reação contendo: 5pmol/μl de cada “primer sense (5’-atg cgc tgc 
gtc gcc tct aa-3’) e anti sense (5’-ctg cag gaa agg cga cag ct-3’)”, 10μl de mix 
Promega (50UN/ml de Taq DNA polymerase com buffer de reação – pH8,5, 
400μM de dATP, 400μM de dCTP, 400μM de dGTP, 400μM de dTTP e 3mM de 
MgCl2; Promega® Coorporation, Madison, WI, USA) e 12μl H2O de “nuclease-
free” Promega, que foram submetidos ao termociclador (GeneAmp PCR System 
9700, Applied Biosystems) por 40 ciclos, onde a primeira etapa de desnaturação 
foi de 94ºC por 30 segundos, anelamento à 56ºC por 45 segundos e 
polimerização à 72ºC por 1:30 minuto. A eletroforese foi em gel de agarose 2% / 
brometo de etídio e o padrão obtido nesta reação foi de 479pb. 
 
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
Para análise do polimorfismo presentes no éxon 1 do gene do REα, 
os produtos de PCR foram incubados em um volume final de 10μl a 37°C por 4 
horas, contendo: 3UN MspI (Fermentas International INC., Ontario, Canada), 1μl 
do “Buffer Tango”, 0,1μl BSA (Bovine Serum Albumin) e 8μl do produto do PCR. 
A enzima de restrição MspI reconhecia o seguinte trecho da 
sequência da PCR amplificado para este trecho do gene REα: 
5´...C↓CGG...3´/ 3´...GGC↑C...5´.   
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No anexo 5, expõe-se a distribuição dos polimorfismos HaeIII, MspI e 
XbaI nas pacientes estudadas. 
 
3.7 Controles internos do PCR 
 
Para assegurar a integridade dos reagentes, todas as reações foram 
processadas contendo um controle interno negativo – com a substituição do 
volume de DNA por H2O de “nuclease-free” Promega. 
Já para a presença de DNA suficiente na reação, foi feito um controle 
interno com a substituição do primer específico pelo primer do gene da β-globina 
(sense – 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’ – e anti sense – 5´-GAA GAG 
CCA AGG ACA GGT AC-3’). 
 
3.8 Método estatístico 
 
As análises foram realizadas utilizando o pacote estatístico SPSS – 
Statistical Package for Social Sciences (v14.0). 
Para comparação de variáveis qualitativas, ou seja, freqüências e 
proporções, foi utilizado o Teste de Qui-Quadrado (x2). 
Para comparação de dados quantitativos, foram utilizados o “Teste t” 
e o Teste de Análise de Variância (ANOVA), ou teste de “Mann-Whitney U” e 
“Teste de Kruskal-Wallis”, quando necessário. 
Para o cálculo do valor de da razão de riscos e intervalos de 
confiança foi utilizada a regressão logística binária. 
Para a análise de desequilíbrio de ligação e distribuição de haplótipos 
foi utilizado o programa GENECOUNTING V2.0 (Zhao, 2004).  
O valor de significância estatística foi estabelecido em 5%, ou p<0,05. 
Tamanho Amostral: 120 indivíduos. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
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4.1 Caracterização da densidade mamográfica 
 
A distribuição da densidade mamográfica, de acordo com os três 
observadores, ficou assim determinada (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 – Padrão 1 (até 25% de tecido fibroglandular); 
2 – Padrão 2 (de 25 a 50% de tecido fibroglandular); 
3 – Padrão 3 (de 50 a 75% de tecido fibroglandular); 
4 – Padrão 4 (acima de 75% de tecido fibroglandular). 
 
Figura 9 – Distribuição da densidade mamográfica em 120 mulheres após a 
menopausa, determinada por três observadores independentes. 
 
 
Para análise do grau de concordância entre as três leituras da 
densidade mamográfica, foram utilizados os índices de correlação de Spearman, 
Pearson e Kappa (Tabela 1): 
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Tabela 1 – Concordância entre três observadores na determinação da densidade 
mamográfica, segundo os índices de correlação de Spearman, Pearson e Kappa 
Observadores Concordância p 
1 e 2   
Pearson 0,93 < 0,001 
Spearman 0,93 < 0,001 
Kappa 0,84 < 0,001 
1 e 3   
Pearson 0,95 < 0,001 
Spearman 0,95 < 0,001 
Kappa 0,90 < 0,001 
2 e 3   
Pearson 0,89 < 0,001 
Spearman 0,89 < 0,001 
Kappa 0,77 < 0,001 
 
Como foi encontrado alto grau de concordância entre os três 
observadores, os valores de densidade utilizados como referência para as 
análises posteriores, foram aqueles determinados pelo observador 3 
(determinação computadorizada).  
Após caracterização das densidades, as mulheres foram separadas 
em dois grupos: G1, aquelas com mamas até 50% de tecido fibroglandular, ou 
seja, P1 e P2; e G2, aquelas com mamas acima de 50% de tecido fibroglandular 
(P3 e P4). 
 
Verificação da Normalidade dos Dados 
Para comparação de dados quantitativos, como idade e número de 
partos, existem dois tipos de testes que podem ser utilizados: os testes 
paramétricos e os não-paramétricos. A escolha baseia-se principalmente na 
distribuição dos dados. Se essa distribuição apresentar características de 
normalidade, usamos um teste paramétrico, como o Teste t e ANOVA. Se não 
for observada normalidade, utilizamos testes não-paramétricos, como “Mann-
Whitney U” ou “Kruskal-Wallis”. 
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Assim, inicialmente, foi utilizado o teste conhecido como “Kolmogorov-
Smirnov test” para verificar se os dados a serem analisados estão distribuídos 
de acordo com os padrões de normalidade. Em outras palavras, se o valor de p 
for >0,05, então dizemos que os dados têm uma distribuição normal (Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Teste de “Kolmogorov-Smirnov” (teste para normalidade da 
distribuição dos dados) 
Parâmetros Idade Menarca Menopausa Paridade IMC Idade 1º parto 
Média 52,02 13,5 48,51 2,92 27,17 23,08 
Desvio-padrão 4,309 1,705 4,306 1,532 4,379 4,804 
p 0,398 0,01 0,058 0 0,977 0,09 
 
Verificamos que as variáveis idade, menopausa, IMC e idade do 
primeiro parto apresentaram valor de p>0,05, ou seja, suas distribuições 
estavam dentro do padrão de normalidade. Dessa forma, para comparação entre 
grupos, utilizou-se o Teste t ou ANOVA.  
Já as variáveis menarca e paridade, o valor de p<0,05, ou seja, as 
mesmas não apresentam distribuições dentro do padrão de normalidade e, 
assim, para a comparação entre os grupos, utilizou-se o Teste de “Mann-
Whitney” ou “Kruskal-Wallis”.  
 
 
4.2 Características Clínicas 
 
A série foi composta por 120 mulheres que preencheram os critérios 
de inclusão. Suas características clínicas foram analisadas e resumidas nas 
tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3 – Associação entre fatores clínicos (variáveis paramétricas) e a densidade 
mamográfica em mulheres após a menopausa 
Variáveis 
paramétricas 
Densidade 
mamográfica n Média 
Desvio-
padrão Mediana t* p 
     2,07 0,04 
G1 83 52,55 4,18 52   Idade (anos) 
G2 37 50,81 4,4 52   
     1,56 0,12 
G1 83 48,92 4,17 49   Menopausa (idade do evento em anos) 
G2 37 47,59 4,52 49   
     4,81 <0,001 
G1 83 28,42 4,21 27,89   Índice de massa corpórea 
G2 37 24,56 3,7 24,69   
     - 1,58 0,12 
G1 83 22,62 4,61 22   Idade no 1º parto 
G2 37 24,14 5,13 23   
G1 (até 50% de tecido fibroglandular – lipossubstituídas) 
G2 (acima de 50% de tecido fibroglandular – densas) 
(*) Resultados correspondentes ao teste t para as variáveis paramétricas.  
 
 
Tabela 4 – Associação entre fatores clínicos (variáveis não-paramétricas) e a 
densidade mamográfica em mulheres após a menopausa 
Variáveis não-
paramétricas 
Densidade 
mamográfica n Média 
Desvio-
padrão Mediana z* p 
     -2,13 0,03 
G1 83 13,29 1,62 13   Menarca (idade do evento em anos) 
G2 37 13,97 1,82 14   
     - 1,68 0,09 
G1 83 3,07 1,58 3   Paridade 
G2 37 2,57 1,39 2   
G1 (até 50% de tecido fibroglandular – lipossubstituídas) 
G2 (acima de 50% de tecido fibroglandular – densas) 
(*) Resultados correspondentes ao teste de Mann Whitney para variáveis não-paramétricas. 
 
Foram observadas diferenças significativas entre os grupos G1 e G2 em 
relação à idade (t=2,07; p=0,04), IMC (t=4,81; p<0,0001) e Menarca (z=-2,13; 
p=0,03). 
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Cálculo do risco associado (“Odds Ratio”) 
O valor de “Odds ratio”, ou razão de chances, é uma estimativa de 
risco para o desenvolvimento da doença em estudo. Das características clínicas 
analisadas, realizou-se estimativa de risco para a mama densa. Os resultados 
apresentados são provenientes da análise de regressão logística. 
 
4.2.1 Idade 
Em relação à idade, obteve-se “Odds Ratio” = 0,91 e 95% intervalo de 
confiança (IC) = 0,83 – 0,99; p=0,04. 
Observou-se que para cada aumento de um ano na idade, a 
probabilidade de ser classificada como mama densa, em relação à 
lipossubstituída, diminuiu em 9%. 
 
4.2.2 Menarca 
A amostra foi dividida baseando-se na mediana, que foi de 13 anos. 
Verificou-se que, mulheres que tiveram menarca após os 13 anos, tinham 
aproximadamente 2,5 vezes mais chances de serem classificadas no grupo da 
mama densa, quando comparadas com mulheres que tiveram menarca até os 
13 anos (Tabela 5). 
 
4.2.3 Índice de Massa Corpórea – IMC 
A amostra total foi dividida de acordo com a mediana (IMC de 25). Os 
resultados evidenciaram que mulheres com IMC abaixo de 25 tinham cerca de 
4,5 vezes mais chances de apresentarem mamas densas, quando comparadas 
àquelas com IMC acima de 25 (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Distribuição da idade da menarca e IMC (medianas) de acordo com a 
densidade mamográfica em mulheres após a menopausa 
Densidade mamográfica 
Variáveis 
G1 G2 
“Odds ratio” p 
Menarca   2,49 0,025 
≤ 13 anos 50 (60,2%) 14 (37,8%)   
> 13 anos 33 (39,8%) 23 (62,2%)   
Índice de massa corpórea   4,42 < 0,0001
≤ 25  20 (25,3%) 21 (60,0%)   
> 25  63 (74,7%) 16 (40,0%)   
Menarca – “Odds ratio”=2,49; 95% IC=1,12-5,52; p=0,025 
IMC – “Odds ratio”=4,42; 95%IC= 1,90-10,30; p<0,0001 
 
 
4.3 Polimorfismos 
 
4.3.1 Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
O princípio de Hardy-Weinberg é um modelo matemático simples 
([p + q]2 = p2 + 2pq + q2) utilizado para calcular as frequências genotípicas a 
partir das freqüências alélicas. Demonstra que as frequências genotípicas de 
uma população se mantêm constantes quando não há força evolutiva atuando 
sobre a mesma.  
A formulação da lei de Hardy-Weinberg requer várias suposições 
fundamentais:  
1. A população é grande e as reproduções são aleatórias com relação 
ao “locus” em questão; 
2. As freqüências alélicas permanecem constantes com o tempo porque:  
a) Não há uma taxa apreciável de mutação; 
b) Os indivíduos com todos os genótipos são igualmente capazes 
de se reproduzir e transmitir seus genes, ou seja, não há 
seleção contra nenhum genótipo; 
c) Não há imigração significativa de indivíduos de uma população 
com freqüências alélicas muito diferentes da população endógena. 
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Para que o princípio seja demonstrado, a população em questão 
deve estar em equilíbrio genético. Este tipo de população é chamado de ideal. 
No entanto, o equilíbrio de Hardy-Weinberg é muito útil para se estudarem as 
populações e os mecanismos evolutivos que violam o princípio (Nussbaum  
et al, 2002). 
Antes de se pesquisar as associações entre os polimorfismos e a 
densidade mamográfica, foi verificado se a amostra encontrava-se em equilíbrio 
de Hardy Weinberg (teste de Qui-Quadrado para desvio de equilíbrio de Hardy 
Weinberg). 
Conforme é apresentado na tabela 6, os polimorfismos encontram-se 
em equilíbrio de Hardy Weinberg em ambos os grupos de densidades (p>0,05). 
 
Tabela 6 – Genótipos observados e esperados dos polimorfismos HaeIII, MspI e 
XbaI, de acordo com o tipo de densidade mamográfica 
Polimorfismos Densidade Mamográfica 
Homozigoto 
selvagem Heterozigoto 
Homozigoto 
mutado X
2 p 
       
HaellI     2,72 0,1 
Observado G1 52 24 7   
Esperado  49,3 29,3 4,3   
     0,24 0,63 
Observado G2 24 11 2   
Esperado  23,5 12 1,5   
       
Mspl     1,94 0,16 
Observado G1 17 34 32   
Esperado  13,9 40,1 28,9   
     2,58 0,11 
Observado G2 3 22 12   
Esperado  5,3 17,4 14,3   
       
Xbal     1,94 0,16 
Observado G1 17 34 32   
Esperado  13,9 40,1 28,9   
     1,81 0,18 
Observado G2 4 11 22   
Esperado  2,4 14,1 20,4   
G1 – até 50% de tecido fibroglandular 
G2 - acima de 50% de tecido fibroglandular 
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4.3.2 Distribuição dos genótipos 
 
Não foi verificada diferença estatística entre os grupos G1 e G2 para a 
distribuição dos genótipos dos polimorfismos em estudo (Tabela 7). 
 
Tabela 7 – Distribuição dos genótipos dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI nos 
grupos de densidade mamográfica e o teste de Qui-Quadrado para diferença 
entre grupos 
Polimorfismos Homozigoto selvagem Heterozigoto 
Homozigoto 
mutado X
2 p 
HaellI    0,34 0,84 
G1 52 (62,7%) 24 (28,9%) 7 (8,4%)   
G2 24 (64,9%) 11 (29,7%) 2 (5,4%)   
Mspl    4,49 0,11 
G1 17 (20,5%) 34 (41,0%) 32 (38,6%)   
G2 3 (8,1%) 22 (59,5%) 12 (32,4%)   
Xbal    4,71 0,09 
G1 17 (20,5%) 34 (41,0%) 32 (38,6%)   
G2 4 (10,8%) 11 (29,7%) 22 (59,5%)   
G1 – até 50% de tecido fibroglandular 
G2 – acima de 50% de tecido fibroglandular 
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4.3.3 Distribuição dos alelos 
 
Foi observada diferença estatística apenas para a distribuição alélica 
do polimorfismo XbaI (x2 = 5,1; p = 0,02; OR = 2,01; 95%IC = 1,09 – 3,68), como 
pode ser observado na tabela 8. 
 
Tabela 8 – Distribuição alélica dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI entre os 
grupos de densidade mamográfica e resultados referentes ao teste de Qui-
Quadrado 
Polimorfismos Alelo selvagem Alelo mutado x2 p OR 95% IC 
HaellI   0,2 0,65 0,86 (0,44 – 1,68) 
G1 128 (77,1%) 35 (22,9%)    
G2 59 (79,7%) 15 (20,3%)    
Mspl   0,21 0,65 1,14 (0,65 – 2,00) 
G1 68 (41,0%) 98 (59,0%)    
G2 28 (37,8%) 46 (62,2%)    
Xbal   5,2 0,02 2,01 (1,09 – 3,68) 
G1 68 (41,0%) 98 (59,0%)    
G2 19 (25,7%) 55 (74,3%    
G1 – até 50% de tecido fibroglandular 
G2 – acima de 50% de tecido fibroglandular 
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4.3.4 Agrupamento dos genótipos 
Com a finalidade de investigar com mais detalhes a distribuição 
genotípica do polimorfismo XbaI e melhor compreender a associação alélica 
encontrada, foram comparados os indivíduos homozigotos mutados “versus” o 
agrupamento de indivíduos heterozigotos e homozigotos selvagens (Tabela 9). 
 
Tabela 9 – Distribuição genotípica do polimorfismo XbaI e sua associação com 
os grupos de densidade mamográfica 
Xbal 
Densidade Homozigoto selvagem / 
Heterozigoto Homozigoto mutado 
Total 
G1 51 (61,4%) 32 (38,6%) 83 (100%) 
G2 15 (40,5%) 22 (59,5%) 37 (100%) 
Total 66 (55,0%) 54 (45,0%) 120 (100%) 
G1 – até 50% de tecido fibroglandular 
G2 – acima de 50% de tecido fibroglandular 
 
Verificou-se que mulheres com dois alelos mutados (homozigoto 
mutado) apresentam cerca de 2,5 vezes mais chances de serem classificadas 
no grupo G2, quando comparadas àquelas com um ou dois alelos selvagens 
para esse polimorfismo (Odds Ratio = 2,34; 95%IC = 1,06 – 5,16; p = 0,03). 
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4.3.5 Distribuição dos haplótipos 
 
Haplótipo é uma combinação de alelos de diferentes polimorfismos 
que se encontram próximos no mesmo cromossomo. Devem, portanto, ser 
transmitidos juntos. Para que ocorra essa transmissão conjunta, é necessário 
que os polimorfismos se encontrem em desequilíbrio de ligação. 
Desequilíbrio de ligação acontece quando uma ou mais combinações 
de alelos é transmitida com freqüência superior àquela esperada ao acaso. Ou 
seja, esses marcadores encontram-se “ligados”, formando bloco de haplótipo.  
Dessa forma, foi realizada, primeiramente, análise de desequilíbrio de 
ligação entre os polimorfismos em estudo. 
Para os polimorfismos em questão, esses valores são os seguintes: 
HaeIII x MspI → D´ = 0,76; p<0,0001 
HaeIII x XbaI → D´ = 0,96; p<0,0001 
MspI x XbaI → D´= 0,41; p<0,0001 
 
Sendo valor máximo de D´= 1, para ligação total entre o par de 
polimorfismos, observaram-se que os polimorfismos encontram-se ligados 
(p<0,0001). Assim, prosseguiu-se a análise da freqüência dos haplótipos nos 
grupos G1 e G2 (Tabela 10). 
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Tabela 10 – Frequência dos haplótipos formados pelos polimorfismos HaeIII, 
MspI e XbaI entre os grupos de densidade mamográfica 
Haplótipos 
Alelo HaeIII Alelo Mspl Alelo Xbal 
G1 G2 p 
Selvagem Selvagem Selvagem 6,9% 2,1% 0,20 
Selvagem Selvagem Mutado 14,1% 19,0% 0,38 
Selvagem Mutado Selvagem 11,2% 4,7% 0,21 
Selvagem Mutado Mutado 45,0% 53,9% 0,24 
Mutado Selvagem Selvagem 20,1% 15,3% 0,42 
Mutado Selvagem Mutado 0,0% 1,4% 0,27 
Mutado Mutado Selvagem 2,8% 3,5% 0,70 
Mutado Mutado Mutado 0,0% 0,0% 0,21 
 
Não foi observada diferença significativa entre a frequência dos 
haplótipos (formados pelos três polimorfismos em estudo) e os grupos de 
densidade mamográfica. 
Considerando as variáveis que mostraram associação com a 
densidade mamográfica (idade, IMC, menarca e genótipos agrupados), realizou-
se modelo de regressão logística para determinar quais variáveis poderiam ser 
consideradas fatores de risco independentes (Tabela 11).  
 
Tabela 11 – Análise de regressão logística dos fatores de risco para densidade 
mamográfica 
Fatores de risco Odds ratio 95% IC p 
Xbal 
Genótipos agrupados 2,27 0,96 5,34 0,06 
IMC 3,24 1,35 7,74 0,01 
Menarca 2,32 0,96 5,61 0,06 
Idade 0,91 0,82 1,00 0,06 
 
Pode-se observar que o IMC foi a única variável considerada como 
fator de risco independente. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
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A interpretação da imagem mamográfica baseia-se nas diferenças de 
atenuação dos feixes de raio-x entre as variadas estruturas que compõem a 
mama. Esse coeficiente de atenuação está diretamente relacionado com a 
proporção de água nos diferentes tecidos. Assim, a atenuação é tanto maior 
quanto maior a percentagem de água (imagem clara). A imagem radiológica, 
portanto, reflete a variação na composição tecidual mamária e está 
positivamente associada a colágeno e células epiteliais e não epiteliais (imagem 
branca) e negativamente com a gordura (imagem escura).  
Portanto, mamas radiologicamente densas correspondem à descrição 
de um padrão de composição tecidual – aquele com predomínio de tecido 
fibroglandular em relação ao adiposo. 
A significância etiológica da ação estroprogestativa na carcinogênese 
mamária é fato aceito. Menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, idade 
tardia no primeiro parto a termo são fatores de risco bem estabelecidos. Esses 
fatores exercem seus efeitos por meio da exposição prolongada ao estrogênio e 
progesterona.  
Atualmente existem evidências de que a densidade mamográfica é 
um fator de risco independente para câncer de mama. Apresenta índice elevado 
(risco relativo entre 2 e 6), sendo comparável a outros fatores de risco como: 
doença proliferativa com atipia, história familiar de câncer mamário e etilismo, 
que apresentam risco relativo entre 2 e 4. E superando fatores como: 
nuliparidade, menarca precoce e menopausa tardia. Em virtude disso, vem cada 
vez mais sendo analisada (Oza, 1993; Byrne et al, 1995; Mandelson et al, 2000; 
Satija et al, 2002; Haiman et al, 2002; Warren, 2003, Macchetti e Marana, 2007, 
Boyd et al, 2007). 
Deve-se, também, levar em consideração a menor sensibilidade 
diagnóstica em exames mamográficos de rastreamento, provocada pela elevada 
densidade. É questionável a eficácia da ultra-sonografia para o rastreamento 
populacional do câncer mamário. Entretanto Kolb et al (1998) analisaram 3.626 
mulheres com mamas radiologicamente densas, encontrando 11 casos de 
câncer, identificados apenas por esse método, demonstrando prevalência de 
cerca de 0,3%. 
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Posteriormente, em 2002, os mesmos autores demonstraram que a 
associação da ultra-sonografia com mamografia tinha maior sensibilidade na 
detecção dessa doença (97%), que a mamografia associada ao exame clínico 
(74%). 
Os resultados do primeiro estudo realizado para avaliar o 
desempenho da mamografia digital, mostram que esse método parece ser 
promissor. Pisano et al (2005) analisaram 42.760 mulheres e encontraram 
acurácia diagnóstica semelhante nos dois sistemas mamográficos (digital e 
convencional). Porém, quando se avaliou separadamente a subpopulação com 
padrão mamográfico denso, a acurácia do sistema digital foi maior.  
Uma revisão dos resultados desse estudo (ACRIN DMST) foi 
publicada recentemente (2008), onde a leitura retrospectiva não mostrou 
diferença entre os diferentes sistemas digitais (Fisher, Fugi e GE) com o sistema 
tela-filme (Hendrick et al, 2008) 
Análise comparativa entre mamografia, ultra-sonografia e ressonância 
magnética (RM), em pacientes de alto risco familiar para câncer de mama, foi 
realizada por Kuhl et al (2005). Após análise de 590 mulheres, verificaram que a 
RM apresentou maior sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo para 
detecção de câncer de mama. 
Sendo a densidade mamográfica a medida do parênquima e do 
estroma, é possível que, mamas densas tenham maior risco por apresentarem 
maior quantidade de células epiteliais. Além disso, um possível mecanismo 
relacionando o estroma à agressividade tumoral, por meio de fatores de 
crescimento aí produzidos, também pode estar associado (Mandelson et al, 2000). 
A alta densidade mamográfica é associada a maior risco para 
hiperplasia atípica e carcinoma “in situ” (Boyd et al, 1992), que estão associados 
com aumento no risco subseqüente de carcinoma invasivo (Dupont e Page, 
1985; Hartmann et al, 2005). Milanese et al (2006) analisando a unidade ductal 
lobular terminal, demonstraram que maior involução desta, estava associada a 
redução no risco para câncer de mama. A lipossubstituição mamária que ocorre 
com o envelhecimento encontrava-se associada a menores proporções de 
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colágeno e tecido glandular (Li et al, 2005) e, consequentemente, poderia ser 
relacionado com a involução da UDLT (Unidade Ducto-Lobular Terminal). 
A persistência da elevada densidade mamográfica ao longo da vida 
pode contribuir para maior incidência do câncer de mama. Esse maior risco pode 
ser explicado pelos efeitos combinados de mitógenos, que influenciam a 
proliferação celular e o tamanho da população celular mamária, e mutágenos, 
que influenciam provavelmente, o dano genético nessas células. 
Estudos que relacionam a histologia mamária com a imagem 
radiológica, usando biópsias cirúrgicas ou espécimens de mastectomia, têm 
encontrado maior quantidade de epitélio e/ou estroma, associados com a 
densidade mamográfica (Li et al, 2005). 
 
 
5.1. Fatores clínicos associados com a densidade mamográfica 
 
Acredita-se que o padrão mamográfico seja multifatorial. Idade, 
história reprodutiva, situação hormonal, constituição corporal e fatores 
genéticos, todos podem estar envolvidos na sua determinação (Grove et al, 
1985). Esses fatores estão sendo estudados há alguns anos, porém são poucos 
os relatos sobre a contribuição genética (Pankow et al, 1997; Ziv et al, 2003; Del 
Carmen et al, 2003; Stone et al, 2006).  
Com relação à idade, observamos que quanto mais jovem a mulher, 
maior a quantidade de tecido fibroglandular. Em nosso estudo verificamos que 
para cada aumento de 1 ano na idade, a probabilidade de ser classificada como 
mama densa, em relação à lipossubstituída, diminuia em 9%. O grupo de 
mulheres com mamas lipossubstituídas apresentava média de idade de 52,5 
anos; já o grupo com mamas densas, média de 50,8 anos. Essa relação foi 
estatisticamente significativa (p=0,04) e também observada em outras pesquisas 
(Stomper et al, 1996; Haiman et al, 2002; Lai et al, 2004). 
Não se sabe ao certo, como a idade da menarca pode influenciar a 
determinação da densidade mamográfica. Porém, a menarca precoce está 
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associada ao início mais rápido dos ciclos ovulatórios e menstruais regulares, 
gerando uma exposição mais prolongada aos hormônios endógenos e, 
consequentemente, maior risco para câncer de mama (Bernstein et al, 1993).  
A menarca tardia (≥ 15 anos) diminui o risco para essa neoplasia em cerca de 
28% quando comparadas àquelas abaixo de 12 anos. Em nosso estudo, 
verificamos que mulheres que tiveram menarca após 13 anos de idade tinham 
aproximadamente 2,5 vezes mais chances de apresentarem mamas densas, 
quando comparadas com mulheres que tiveram menarca até os 13 anos. Essa 
associação mostrou-se estatisticamente significativa (p=0,025). 
O menor risco de câncer com a menopausa precoce é provavelmente 
devido à redução da proliferação celular mamária, conseqüente à diminuição 
dos níveis de hormônios endógenos e ao término dos ciclos ovulatórios. Uma 
menopausa tardia revela um efeito oposto. A cada ano de atraso da menopausa, 
aumenta-se o risco para câncer de mama cerca de 2,8%, de acordo com 
pesquisa que reavaliou os dados de 51 estudos epidemiológicos (Collaborative 
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997).  
Após a menopausa encontramos, na maioria das vezes, imagem 
radiográfica mamária em processo de lipossubstituição. Observamos que, a 
maioria das pacientes (69,2%), tinha mamas lipossubstituídas, o que também foi 
revelado em outras pesquisas (Stomper et al, 1996; Haiman et al, 2002; Lai et 
al, 2004; Siqueira et al, 2004). Porém, não encontramos associação 
estatisticamente significativa entre a idade da menopausa e a densidade 
mamográfica (p=0,120). 
A idade precoce no primeiro parto a termo e a maior paridade 
predizem risco de câncer de mama mais baixo (Kelsey et al, 1993). Além do 
efeito protetor da maior paridade, alguns estudos indicam que quanto menor for 
o espaço entre os nascimentos, menor será o risco vitalício de câncer (Rosner et 
al, 1994). Entretanto, a idade tardia no primeiro parto a termo (≥ 35 anos) 
mostrou-se com risco 40% maior que aquelas com primeiro parto antes dos 20 
anos (Ewertz et al, 1990). Nossos estudos não verificaram diferença 
estatisticamente significante entre a idade materna no primeiro parto com a 
densidade mamográfica (p=0,120). 
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Com gestações sucessivas, as células epiteliais encontram-se mais 
diferenciadas e menos proliferativas, o que pode contribuir para menor 
densidade mamográfica. Metanálise de 8 estudos revelou que mulheres 
nulíparas apresentavam risco 30% maior que aquelas com filhos (Ewertz et al, 
1990). Em direção oposta, o aumento do número de filhos causa efeito protetor. 
Mulheres com sete ou mais filhos têm risco menor que as mulheres com um filho 
apenas (Layde et al, 1989); e aquelas com três ou mais têm uma diminuição 
nesse risco em cerca de 28%, quando comparadas àquelas sem filhos 
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997). 
Nossos dados não revelaram associação estatisticamente significativa 
entre a paridade e a densidade mamográfica, provavelmente devido à pequena 
diferença entre os grupos (p=0,09). O grupo de mulheres com mamas 
lipossubstituídas tinha média de paridade de 3,07, e aquelas com mamas densas, 
média de 2,57. 
Entretanto, associação de maior poder estatistico foi publicada em 
1997. A proporção de padrão mamográfico de alto risco para câncer diminuía 
com o aumento da paridade. Cerca de 90% das mulheres com mais de 4 filhos 
tinham mamas com padrão de baixo risco. Quando os critérios de Wolfe eram 
usados para classificar tais pacientes, notava-se mesmo comportamento, porém 
com valor percentual menor (Gram et al, 1997). 
O padrão de constituição corporal também influencia a densidade 
mamária. De forma geral, observamos que quanto maior a quantidade de 
gordura corporal, traduzida pelo índice de massa corpórea – IMC (peso / altura x 
altura), menor será a densidade radiológica. As pacientes cuja média de IMC era 
de 28,42 tinham mamas mais lipossubstituídas, que as mulheres com média de 
24,56. Essa diferença apresentou significado estatístico (p<0,001), sendo 
também verificado por Siqueira et al (2004) e Ramos et al (2006). Verificamos 
também, que mulheres com IMC abaixo de 25 tinham cerca de 4,5 vezes mais 
chances de apresentarem mamas densas, quando comparadas àquelas com 
IMC acima desse valor. 
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5.2. Receptor de estrogênio e influência genética na densidade mamográfica 
 
A procura por genes associados à densidade mamográfica está no 
início e poucos têm sido encontrados. Resultados preliminares de estudo 
conduzido por Vachon et al (1999), fornecem evidência para uma possível 
associação com o cromossomo 6. Mais recentemente, Vachon et al (2007), 
analisando o genoma, mostraram que um locus no cromossomo 5 poderia ser 
responsável por grande proporção das variações na densidade mamográfica. 
Estudos conduzidos com esse mesmo intuito analisaram variações em genes 
responsáveis pelo metabolismo estrogênico (Hong et al, 2003; Haiman et al, 2003), 
pelo receptor de estrogênio (van Duijnhoven et al, 2005), receptor de androgênio 
(Lillie et al, 2004), IGF (Tamimi et al, 2007) e fatores de crescimento (Mulhall et al, 
2005), e tem sido mostrada associação com a densidade mamográfica.  
Entre as potenciais influências genéticas, estão efeitos na produção e 
metabolismo de mitógenos mamários (Dunning et al, 1999), efeitos de alteração na 
mitogênese que ocorre com o envelhecimento (Lamberts et al, 1997) a resposta a 
estimulação do estroma e tecido epitelial aos mitógenos (van Duijnhoven et al, 
2006); assim como, a produção e metabolismo de mutágenos, que também podem 
ter controle genético (Rodriguez-Antona et al, 2006). Como exemplo, temos a 
reparação ao dano no DNA causado por mutágenos (Venkitaraman, 2002). 
Baseando-se em evidências epidemiológicas correlacionando hormônios 
esteróides às mudanças na densidade mamográfica, tem-se analisado se variações 
em genes que regulam a biossíntese e metabolismo hormonal poderiam 
parcialmente explicar as diferenças individuais na densidade mamográfica. 
Os hormônios esteróides são conhecidos por seus efeitos sobre o 
sistema reprodutor feminino, onde exercem papel principal na ovulação, 
implantação, manutenção da gravidez, nascimento e lactação. Além disso, têm 
importantes funções fisiológicas nos sistemas cardiovascular, imunológico, 
nervoso central e nos ossos, participando de vários processos fisiológicos, como 
proteção cardiovascular, resposta humoral imune, neuroproteção e remodelação 
óssea. Esses efeitos dependem da interação desses hormônios com receptores 
específicos, envolvendo também outras proteínas através de vias associadas, 
caracterizando dessa forma, alto nível de complexidade. 
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O estrogênio pode-se ligar a dois tipos de receptor, o alfa (REα) e o 
beta (REβ). Eles são funcionalmente diferentes, havendo distintas contribuições 
teciduais e ligantes de ativação, assim como desempenham papéis separados 
na ativação genética. Apesar de ambos poderem interagir com o mesmo ligante, 
comportam-se diferentemente, às vezes causando efeitos opostos. O REβ pode 
agir como um inibidor dominante da atividade transcripcional do REα em células 
que expressam ambos os receptores.  
O gene do receptor alfa de estrogênio, localizado no cromossomo 
6q25.1, é um dos candidatos para suscetibilidade ao câncer de mama. Ele tem 
peso molecular de aproximadamente 140 KD, sendo composto por 8 éxons e 8 
íntrons (Andersen et al, 1994; Liehr, 2000). A proteína receptora codificada é 
composta por 595 aminoácidos, gerando um peso molecular de 66 KD. Já o 
REβ, é determinado pelo gene localizado no cromossomo 14q22-24 e apresenta 
uma forte homologia com o anterior. Possui uma seqüência de 485 aminoácidos, 
com peso molecular de 54,2 KD (Schor et al, 2004). 
A investigação sobre as possíveis associações entre a genética, a 
densidade mamográfica e o câncer de mama é um tema promissor. É cada vez 
mais claro, que polimorfismos genéticos podem contribuir para o desenvolvimento 
de doenças em órgãos hormônio–dependentes, além de estarem envolvidos na 
determinação da densidade mamária (Kelemen et al, 2008). 
Diferentes versões de uma determinada sequência de DNA em um 
locus cromossômico são chamados de alelos. Quando esses são encontrados 
em mais de 1% dos cromossomos constituem o polimorfismo. E quando 
encontrados em freqüências inferiores a esse valor são conhecidos como 
variantes raras (Nussbaum et al, 2002). 
Pode-se definir mutação como uma mudança na seqüência de 
nucleotídeos ou arranjo do DNA. Ela pode ser classificada como:  
− Genômica: alteração no número de cromossomos inatos, que surge 
de erros de segregação cromossômica durante a meiose ou mitose, 
por exemplo: aneuploidias; 
− Cromossômica: desequilíbrio que envolve apenas uma parte de um 
cromossomo, como as duplicações, deleções, inversões e 
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translocações, que podem ocorrer espontaneamente ou resultar da 
segregação anormal de cromossomos translocados durante a 
meiose;  
− Gênica: mudança na seqüência de DNA, variando de um 
nucleotídeo às mudanças que afetam muitos pares de bases 
(Schor et al, 2004). 
 
As mutações em geral levam a uma perda completa de expressão do 
gene ou à formação de uma proteína variante com propriedades alteradas 
(Huber et al, 2002). Porém, alguns alelos têm essa mudança na sequência de 
DNA localizada entre os genes ou dentro dos íntrons, não tendo consequências 
para seu funcionamento.  
Os polimorfismos nos genes que codificam enzimas, receptores ou 
outras proteínas, que atuam em vias metabólicas de importância potencial no 
desenvolvimento do câncer de mama, podem influenciar suas funções e criar 
diferenças na atividade metabólica, o que pode alterar o risco dessa doença. 
Candidatos incluem genes codificadores de enzimas que metabolizam 
carcinógenos, hormônios esteróides e receptores como dentre outros, os 
receptores de estrogênio e progesterona.  
Acredita-se que qualquer pessoa tem a possibilidade de ser 
heterozigota para alelos, que determinam proteínas diferentes, existindo assim, 
um grau marcante de individualidade bioquímica.  
Essas variações em genes que codificam enzimas envolvidas na 
biossíntese estrogênica resultariam, individualmente, em diferenças modestas 
nessa produção. Uma combinação de genes, cada um com uma menor variação 
na atividade expressa, pode prover um grau de separação de risco, que pode 
ser usado clinicamente. Essas pequenas variações poderiam resultar em um 
grande efeito cumulativo após várias décadas (Feigelson et al, 2000).  
Visto que mutações genéticas podem aumentar a incidência de 
neoplasias, a ocorrência de polimorfismos pode afetar a expressão gênica e, 
consequentemente, ter relevância na oncogênese. Dessa forma, essas 
variações genéticas podem conferir maior ou menor suscetibilidade a doenças, à 
capacidade de metabolizar carcinógenos, ou mesmo síntese hormonal. 
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Sabendo que polimorfismos em genes metabólicos poderiam 
representar biomarcadores de longo tempo de exposição aos hormônios 
esteróides endógenos e a potenciais fatores de risco para câncer de mama, 
Haiman et al (2002) pesquisaram a associação entre estas variantes genéticas e 
a densidade mamográfica. Os resultados não foram expressivos. Não havia 
associação significativa entre esses polimorfismos e a densidade mamográfica. 
Resultados semelhantes foram encontrados em 2007 por González-
Zuloeta et al, quando se analisaram polimorfismos do gene do RE com o risco 
de câncer em mulheres caucasianas após a menopausa. Não havia um papel 
determinante dessas variações genéticas nesse risco. 
O gene do RE tem vários polimorfismos de nucleotídeos isolados, cuja 
significância funcional permanece desconhecida. Todavia, alguns localizados no 
íntron 1 têm sido associados com doenças hormônio-dependentes, incluindo 
câncer de mama, próstata e endométrio. Além disso, esses polimorfismos 
também têm sido relacionados a outras condições estrogênio-associadas, como 
idade da menopausa e da menarca (Modugno et al, 2005). 
Estima-se que cerca de 90% das sequências variantes no genoma 
sejam polimorfismos de único nucleotídeo. São alterações que acometem 
regiões codificantes e não codificantes (Collins et al, 1998). O primeiro grande 
estudo do genoma humano revelou 1,42 milhões de possíveis polimorfismos 
(Sachidanandam et al, 2001). Em 2004, cerca de 1,8 milhões deles foram 
encontrados. Acredita-se que aproximadamente 11 milhões de polimorfismos de 
único nucleotídeo existam no genoma humano com freqüência alélica menor 
que 1% e cerca de 5 milhões, com freqüência alélica menor que 10% (Ladiges et 
al, 2004). Entretanto, estima-se que um pequeno número (50.000 a 250.000) de 
polimorfismos seja funcionalmente importante, resultando em pequena a 
moderada alteração nos fenótipos enzimáticos (Chanock, 2001). 
Os polimorfismos podem ter papéis regulatórios diretos, mas também, 
ser considerados como marcadores potencialmente relacionados com um locus 
funcional. Além disso, pode existir uma combinação funcional de alelos 
polimórficos, onde os dois marcadores em combinação alterariam a função 
genética, bem como a estabilidade do RNA (Wedrén et al, 2004). 
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Nossos achados não revelaram diferença estatisticamente significativa 
entre os dois grupos de densidade mamográfica, com relação à distribuição dos 
genótipos dos polimorfismos em estudo (HaeIII - x2=0,34; p=0,84; MspI - x2=4,49;  
p=0,11; XbaI - x2=4,71; p=0,09). Porém, verificou-se associação entre a distribuição 
alélica do polimorfismo XbaI e a mama densa (x2 = 5,1; p = 0,02; OR = 2,01; 
95%IC = 1,09 – 3,68).  
Investigando a distribuição genotípica do polimorfismo XbaI, verificou-
se que mulheres com dois alelos mutados (homozigoto mutado) apresentavam 
cerca de 2,5 vezes mais chances de terem mamas densas, quando comparadas 
àquelas com um ou dois alelos normais para esse polimorfismo (Odds Ratio = 
2,34; 95%IC = 1,06 – 5,16; p = 0,03). 
Como não encontramos associação entre os polimorfismos HaeIII e 
MspI, isoladamente, procedemos a avaliação conjunta dos três. Apesar de 
estarem em desequilíbrio de ligação, não foi observada diferença significativa 
entre a frequência dos haplótipos formados pelos três polimorfismos em estudo 
entre os grupos de densidade mamária.  
Encontramos como fatores de risco para densidade mamográfica: idade, 
IMC, menarca e genótipos do XbaI agrupados. Porém, após análise de regressão 
logística, apenas o IMC mostrou-se como fator de risco independente para a mama 
densa (p=0,01). Para as outras variáveis, a associação encontrada previamente, 
deixou de ser significativa quando controlamos os outros fatores de risco.  
Embora o real efeito funcional dos polimorfismos na expressão ou 
função do REα não tenha sido dimensionado, sabe-se que essas variações 
genéticas podem provocar maior expressão da proteína receptora. Isso é 
verdadeiro, pois investigações sugerem que alguns polimorfismos do RE, como 
o XbaI, podem estar relacionadas com a variação individual no risco de câncer 
de mama (Shin et al, 2003; Cai et al, 2003; van Duijnhoven et al, 2005; Shen et 
al, 2006; Modugno et al, 2005). Porém, resultados contraditórios foram 
encontrados por Onland-Moret et al (2005). 
A perda do controle de regulação dos receptores ou da atividade 
mitogênica aumenta as chances de erros gênicos, podendo desencadear ou 
inibir a apoptose. A maior expressão do RE em tecido mamário normal parece 
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ser um fator de risco para desenvolver o carcinoma, que pode ser devido à 
estimulação exacerbada nas células epiteliais, aumentando o índice de 
proliferação das mesmas. Sinergicamente, fatores de crescimento estromais 
também contribuem para essa proliferação, além de promoverem acúmulo de 
colágeno, determinando dessa forma, uma mama radiologicamente densa e de 
risco aumentado para câncer.  
Esses estímulos autócrino e parácrino na proliferação celular estromal 
e epitelial, que regulam o crescimento, desenvolvimento e involução da mama 
(Wiseman et al, 2002; Tlsty, 2001), têm recebido pouca atenção em relação à 
densidade mamográfica. Entretanto, sabe-se que a proliferação celular 
resultante da estimulação endócrina, parácrina e autócrina dos fatores de 
crescimento, aumenta o risco para mutação (Preston-Martin et al, 1990).  
Apenas um estudo (Guo et al, 2001) identificou associação da 
densidade com IGF1 no tecido mamário. Modelos animais têm mostrado que 
fatores de crescimento de fibroblastos podem estimular ou inibir a proliferação 
epitelial, e que modificação genética dos fibroblastos pode induzir ao câncer 
mamário (Bhowmick et al, 2004; Wiseman, et al, 2002; Tlsty, 2001). 
Embora exista evidência de que processos mitogênicos e 
mutagênicos estejam envolvidos na determinação do risco do câncer de mama 
associado à densidade mamográfica, é necessário melhor entendimento sobre 
os fatores específicos envolvidos e os papéis exercidos pelos componentes 
mamários que contribuem para densidade. Em particular, a identificação de 
genes que sejam responsáveis pela variação no percentual de densidade (e de 
suas funções biológicas), o que forneceria esclarecimentos sobre a biologia da 
mama e poderiam identificar potenciais alvos para estratégias preventivas do 
câncer mamário. 
Existe forte evidência para o envolvimento genético na densidade 
mamária. Muitos são possíveis candidatos, particularmente o gene do receptor 
de estrogênio, nas formas polimórficas XbaI e PvuII. Entretanto, têm sido 
examinados em poucos estudos, que apresentam resultados ora contraditórios, 
limitando, portanto, as conclusões.  
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Acreditamos que o polimorfismo XbaI possui baixo risco 
isoladamente, mas considerado com fatores ambientais (estilo de vida e 
exposição estrogênica) pode ter importante papel no padrão mamográfico denso 
e, consequentemente, maior risco para neoplasia mamária. É importante 
direcionar pesquisas futuras para identificação de fatores genéticos e 
ambientais, em diferentes populações étnicas, relacionados com a densidade 
mamográfica e, consequentemente, com o risco para essa neoplasia. 
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− O polimorfismo HaeIII do gene do receptor alfa de estrogênio não se 
mostrou associado com a densidade mamográfica em mulheres após a 
menopausa. 
 
− O polimorfismo MspI do gene do receptor alfa de estrogênio não se 
mostrou associado com a densidade mamográfica em mulheres após a 
menopausa. 
 
− O polimorfismo XbaI do gene do receptor alfa de estrogênio mostrou-se 
associado com a densidade mamográfica em mulheres após a menopausa. 
 
− As características clínicas idade, idade da menarca e índice de massa 
corpórea mostraram-se associadas com a densidade mamográfica em 
mulheres após a menopausa. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. ANEXOS 
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Anexo 1 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo 2 - Termo de Consentimento livre e Esclarecido 
 
Título do projeto: Associação entre polimorfismos do gene do receptor alfa de estrogênio 
com a densidade mamográfica em mulheres após a menopausa. 
 
Desenho do estudo e objetivos: A densidade mamária é um dos fatores de risco 
independentes mais importantes para o câncer de mama. Alterações em genes 
(polimorfismos) envolvidos na síntese, ação e metabolização dos hormônios sexuais 
podem contribuir para o desenvolvimento de doenças em tecidos hormônio-sensíveis e 
também, explicar as variações individuais na densidade mamária (mamográfica). Essas 
informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste estudo, que 
visa avaliar a presença dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI do gene do receptor alfa de 
estrogênio e suas possíveis associações com a densidade mamográfica, em mulheres 
após a menopausa e com isso, determinar um grupo de mulheres com risco indireto de 
câncer de mama. 
Descrição dos procedimentos que serão realizados, com seus propósitos e relação dos 
procedimentos rotineiros e como serão realizados: As mulheres participantes do estudo 
serão atendidas inicialmente no Setor de Climatério, onde serão submetidas aos exames 
físico geral e ginecológico. Deverão apresentar data da última menstruação posterior a 1 
ano e inferior a 5 anos. Não poderão ter feito uso de qualquer medicação hormonal, nos 
últimos 12 meses, assim como, não portarem doenças endócrinas, hepáticas ou renias 
que possam alterar o metabolismo estrogênico, determinando mudanças na densidade 
mamográfica. Coleta de sangue para extração de DNA (para avaliação dos 
polimorfismos) será realizada em veia periférica do antebraço. Posteriormente, elas serão 
encaminhadas ao Setor de Diagnóstico da Disciplina de Mastologia, para realização do 
exame mamográfico, e ultra-sonografia mamária (quando necessário).  
Descrição dos desconfortos e riscos esperados: Não haverá risco para as pacientes e o 
desconforto será mínimo (dor de leve intensidade durante a realização da punção em 
veia periférica para coleta de sangue e durante a compressão mamária, quando realizado 
o estudo mamográfico).  
Benefícios para as participantes: Não há benefício direto para a participante, pois se trata 
de estudo experimental testando a hipótese de que a presença dos polimorfismos HaeIII, 
MspI e XbaI do gene do receptor alfa de estrogênio, por influenciarem a ação de 
esteróides sexuais, podem estar relacionados com a densidade mamária aumentada em 
mulheres após a menopausa, podendo determinar um risco indireto aumentado para 
câncer de mama. Somente no final do estudo poderemos concluir a presença de algum 
benefício com os achados.  
Relação dos procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais a 
paciente pode optar: Não há outros procedimentos alternativos, uma vez que se trata de 
exames de rastreamento rotineiros.  
Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal 
investigador é o Dr Eduardo Henrique de Moura Ramos, que pode ser encontrado no 
endereço: Rua Botucatu, 527 - Vila Clementino. Telefone(s) 5575-3451. Se você tiver 
alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571-1062, 
FAX: 5539-7162 – E-mail: cepunifesp@epm.br 
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição; 
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Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas em conjunto com 
outros pacientes, não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente; 
Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em 
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores; 
Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer 
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira 
relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida 
pelo orçamento da pesquisa. 
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento 
médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. 
Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para 
esta pesquisa. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim, descrevendo o estudo ”Associação entre polimorfismos HaeIII, 
MspI e XbaI do gene do receptor alfa de estrogênio com a densidade mamográfica em 
mulheres após a menopausa”. 
 
Eu discuti com o Dr. Eduardo Henrique de Moura Ramos sobre a minha decisão em 
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar 
quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei 
retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 
penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no 
meu atendimento neste Serviço. 
 
_______________________________________ 
Assinatura do paciente/representante legal Data     /    /    
________________________________________ 
Assinatura da testemunha Data     /    /    
Para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiência 
auditiva ou visual. 
 
Eu, Eduardo Henrique de Moura Ramos, declaro que obtive de forma apropriada e 
voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido desta paciente ou representante legal 
para a participação neste estudo. 
________________________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo Data     /    /    
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Anexo 3 – Características clínicas das pacientes estudadas. 
 
Pacientes Idade Menarca Menopausa Paridade IMC Idade no 1º parto 
1 48 10 43 2 32,81 28 
2 53 14 51 3 31,63 26 
3 51 17 50 3 32,63 19 
4 52 17 50 2 17,38 30 
5 55 14 52 2 30,4 26 
6 50 11 49 3 32,25 19 
7 55 15 53 3 31,23 20 
8 51 14 47 5 27,89 20 
9 42 15 41 1 22,36 37 
10 49 12 47 5 29,3 17 
11 49 14 46 2 18,59 27 
12 48 14 46 3 23,15 23 
13 46 12 45 2 24,69 17 
14 52 16 48 4 27,48 19 
15 56 12 51 9 30,95 14 
16 58 12 54 3 34,64 21 
17 46 12 43 1 23,28 22 
18 52 13 48 1 31,91 28 
19 49 16 46 3 27,36 26 
20 45 15 41 2 19,22 24 
21 48 14 47 2 26,44 20 
22 55 14 51 3 24,56 28 
23 52 13 48 3 24,3 21 
24 56 14 54 2 23,54 36 
25 49 13 47 0 19,81 N 
26 51 14 48 7 25,25 21 
27 52 14 50 3 20,24 25 
28 44 12 42 3 27,24 18 
29 52 13 47 4 27,57 21 
30 48 12 46 2 32,32 22 
31 46 13 43 2 28,54 22 
32 52 13 50 3 25,72 27 
33 53 12 48 7 24,72 18 
34 58 13 55 4 27,29 26 
35 54 14 53 3 27,78 20 
36 55 13 52 2 28,48 30 
37 50 12 49 2 26,12 30 
38 52 13 50 3 25,72 27 
39 55 11 49 2 33,51 24 
40 60 16 55 1 30,05 20 
41 56 14 50 2 24,99 16 
42 52 12 49 4 28,8 25 
43 55 12 51 3 30,53 20 
44 50 14 48 3 17,1 24 
45 51 14 50 2 29,49 21 
46 45 11 42 5 20,05 16 
Continua... 
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...continuação 
Pacientes Idade Menarca Menopausa Paridade IMC Idade no 1º parto 
47 51 12 49 2 27,89 24 
48 56 12 55 2 22,81 20 
49 47 13 45 3 34,75 25 
50 56 12 53 3 31,2 26 
51 52 14 48 4 33,29 23 
52 52 14 49 5 24,61 22 
53 58 16 55 5 28,47 25 
54 40 10 35 3 20,05 15 
55 53 17 52 5 24,69 20 
56 57 13 52 1 31,99 17 
57 48 14 47 4 26,88 32 
58 55 14 54 3 24,81 23 
59 54 15 52 3 23,88 22 
60 54 18 51 2 35,52 24 
61 53 12 50 2 27,55 18 
62 47 13 45 3 28,58 23 
63 50 10 49 4 32,65 19 
64 55 13 51 3 22,64 21 
65 56 17 52 4 23,65 24 
66 50 12 48 2 20,35 30 
67 50 12 48 2 24,03 29 
68 51 11 50 3 23,82 23 
69 53 16 50 2 27,99 24 
70 50 13 48 5 29,67 21 
71 51 15 50 0 26,78 N 
72 46 13 44 2 28,9 34 
73 51 11 46 4 30,48 20 
74 52 13 49 4 27,76 20 
75 56 13 54 3 24,77 31 
76 49 14 47 3 30 18 
77 55 16 50 3 32,37 22 
78 49 12 45 0 34,33 N 
79 52 16 50 2 28,15 24 
80 51 17 48 2 24,92 28 
81 52 14 50 2 24,63 30 
82 54 13 51 4 29,74 24 
83 64 13 58 4 24,28 16 
84 56 13 52 2 27,41 23 
85 49 12 47 1 25,5 18 
86 58 11 53 3 33,42 28 
87 56 13 35 3 31,93 18 
88 58 15 53 3 31,97 34 
89 49 16 47 2 24,35 29 
90 54 15 49 2 24,35 23 
91 54 16 51 2 29,22 25 
92 52 13 47 2 26,48 20 
93 52 14 49 2 29,97 26 
Continua... 
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Conclusão 
Pacientes Idade Menarca Menopausa Paridade IMC Idade no 1º parto 
94 53 11 51 3 35 18 
95 57 15 53 2 35,17 28 
96 54 12 52 5 26,5 18 
97 50 13 49 6 33,8 17 
98 54 15 51 2 26,6 37 
99 51 12 48 3 27,63 21 
100 51 11 49 2 26,6 20 
101 55 12 53 2 22,97 23 
102 45 15 38 2 26,91 29 
103 50 14 47 2 21,54 19 
104 56 13 45 3 25,39 20 
105 63 14 55 4 30,78 25 
106 46 15 43 3 20,7 19 
107 59 12 43 1 26,31 23 
108 43 13 41 3 38,05 20 
109 42 12 38 1 26,29 30 
110 59 12 45 0 26,63 N 
111 52 12 52 8 25,55 22 
112 55 14 53 3 24,52 20 
113 57 13 51 2 26,76 21 
114 43 13 40 5 18,64 19 
115 47 14 38 2 22,66 28 
116 58 14 53 3 35,3 18 
117 56 17 50 3 20,26 20 
118 54 14 51 7 29,33 22 
119 54 16 52 2 27,48 20 
120 52 16 42 5 20,7 18 
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Anexo 4 – Classificação da densidade mamográfica pelos três observadores, de 
acordo com o ACR-BIRADS®. 
 
Pacientes Observador 1 Observador 2 Observador 3 
1 D2 D2 D2 
2 D2 D2 D2 
3 D2 D1 D2 
4 D4 D4 D4 
5 D1 D1 D1 
6 D2 D2 D2 
7 D1 D1 D1 
8 D2 D2 D2 
9 D3 D3 D3 
10 D1 D1 D1 
11 D2 D2 D2 
12 D2 D2 D2 
13 D3 D3 D3 
14 D2 D2 D2 
15 D1 D1 D1 
16 D1 D1 D1 
17 D2 D2 D2 
18 D1 D1 D1 
19 D1 D2 D1 
20 D2 D1 D2 
21 D2 D3 D3 
22 D3 D3 D2 
23 D2 D2 D2 
24 D2 D2 D2 
25 D3 D3 D3 
26 D2 D2 D2 
27 D3 D3 D3 
28 D2 D1 D2 
29 D1 D1 D2 
30 D2 D2 D2 
31 D1 D1 D1 
32 D3 D3 D3 
33 D2 D1 D2 
34 D2 D2 D2 
35 D3 D3 D3 
36 D3 D3 D3 
37 D2 D2 D2 
38 D1 D1 D1 
39 D2 D1 D2 
40 D1 D1 D1 
41 D2 D2 D2 
42 D2 D2 D2 
43 D2 D2 D2 
44 D4 D4 D4 
45 D2 D2 D2 
Continua... 
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...continuação 
Pacientes Observador 1 Observador 2 Observador 3 
46 D2 D2 D2 
47 D2 D2 D2 
48 D2 D1 D2 
49 D1 D1 D1 
50 D1 D1 D1 
51 D2 D2 D2 
52 D2 D2 D2 
53 D2 D1 D2 
54 D3 D3 D3 
55 D4 D4 D3 
56 D2 D2 D2 
57 D3 D3 D3 
58 D2 D2 D2 
59 D3 D3 D3 
60 D2 D2 D2 
61 D2 D2 D2 
62 D2 D1 D2 
63 D1 D1 D1 
64 D1 D1 D1 
65 D3 D3 D3 
66 D2 D2 D2 
67 D2 D2 D2 
68 D3 D3 D3 
69 D3 D3 D3 
70 D1 D1 D1 
71 D3 D3 D3 
72 D2 D1 D2 
73 D3 D3 D3 
74 D2 D2 D2 
75 D2 D2 D2 
76 D1 D1 D1 
77 D2 D2 D2 
78 D1 D1 D1 
79 D2 D2 D2 
80 D3 D3 D3 
81 D4 D4 D4 
82 D3 D3 D3 
83 D2 D2 D2 
84 D2 D2 D2 
85 D3 D3 D3 
86 D2 D2 D2 
87 D2 D2 D2 
88 D3 D3 D3 
89 D3 D4 D3 
90 D3 D3 D3 
91 D2 D2 D1 
92 D3 D3 D3 
Continua... 
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Conclusão 
Pacientes Observador 1 Observador 2 Observador 3 
93 D3 D3 D3 
94 D2 D2 D2 
95 D1 D1 D1 
96 D2 D2 D2 
97 D1 D1 D1 
98 D2 D2 D2 
99 D2 D2 D2 
100 D1 D1 D1 
101 D3 D3 D3 
102 D1 D1 D2 
103 D4 D4 D4 
104 D2 D2 D2 
105 D2 D2 D2 
106 D3 D3 D3 
107 D3 D3 D3 
108 D2 D2 D2 
109 D4 D4 D4 
110 D2 D2 D2 
111 D2 D1 D2 
112 D1 D1 D1 
113 D1 D1 D1 
114 D3 D3 D3 
115 D4 D4 D4 
116 D2 D2 D1 
117 D3 D3 D3 
118 D3 D3 D3 
119 D2 D2 D2 
120 D3 D3 D4 
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Anexo 5 – Distribuição dos polimorfismos HaeIII, MspI e XbaI do gene do 
receptor de estrogênio nas pacientes estudadas 
 
Pacientes HaeIII MspI XbaI 
1 S M M 
2 H H H 
3 H H H 
4 S M M 
5 S M M 
6 S M M 
7 S M M 
8 H S H 
9 S H M 
10 S H S 
11 S H M 
12 H H H 
13 H H H 
14 H H H 
15 S H H 
16 S M M 
17 H H H 
18 M S S 
19 S H M 
20 H S H 
21 S M M 
22 H H H 
23 S M M 
24 S M M 
25 H H H 
26 S S H 
27 H H H 
28 S M M 
29 H M H 
30 S M M 
31 S S H 
32 S M M 
33 S S M 
34 S H M 
35 H H H 
36 M H S 
37 S H H 
38 S M M 
39 H M H 
40 S M M 
41 S H M 
42 S H H 
43 H S H 
44 H H H 
45 S M S 
Continua... 
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...continuação 
Pacientes HaeIII MspI XbaI 
46 H H H 
47 M S S 
48 S M M 
49 M S S 
50 M H S 
51 H H H 
52 S H M 
53 S S M 
54 S H M 
55 S M M 
56 H H H 
57 S M M 
58 H H H 
59 S H M 
60 S M H 
61 S M M 
62 S H M 
63 M S S 
64 S H S 
65 S M M 
66 S M H 
67 H H H 
68 S H M 
69 S H M 
70 S M M 
71 S H M 
72 S M M 
73 S M H 
74 S M H 
75 H H H 
76 S H H 
77 H H H 
78 S H H 
79 S H M 
80 H S S 
81 S H M 
82 S M M 
83 S M M 
84 S M S 
85 H S H 
86 S M M 
87 M S S 
88 H H H 
89 M H S 
90 S M S 
91 S M M 
92 H H H 
Continua... 
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Conclusão 
Pacientes HaeIII MspI XbaI 
93 S M M 
94 S S M 
95 S H M 
96 S M M 
97 H M H 
98 H S H 
99 S M M 
100 S M S 
101 S H M 
102 H H H 
103 H H H 
104 S M S 
105 S M H 
106 S M M 
107 H H M 
108 H H S 
109 S H M 
110 S H S 
111 S H S 
112 M S S 
113 H S H 
114 S S M 
115 S H M 
116 S S S 
117 S H H 
118 S M M 
119 H H H 
120 S M M 
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 Abstrat 
 
Introduction: Genes that encode proteins involved at biosynthesis, action and 
metabolism of sexual steroids are polymorphics. This condition could explain 
individual variations in mammographic density. The objectives of this study 
were to evaluate a possible association of clinical characteristics and 
polymorphisms HaeIII, MspI and XbaI of the estrogen receptor gene alpha with 
postmenopausal mammographic density. Methods: Prospective evaluation was 
made of 120 women who were not hormone therapy users and had no 
identified breast lesions. Bilateral mammography was obtained from the group, 
and the radiological density was determined by three independent observers, 
with two subjective evaluations based on the ACR-BIRADS® (2003) 
classification of mammographic patterns and one computerized evaluation – 
the grey-scale histogram tool of the Adobe Photoshop® 7.0 software. Peripheral 
blood samples were obtained for DNA extraction, performed according to the 
GFX® Kit protocol from Amersham-Pharmacia. PCR-RFLP (Polymerase Chain 
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) was carried out for an 
analysis of the polymorphisms present in intron 1 (HaeIII and XbaI) and in exon 
1 (MspI) of the estrogen receptor gene. Results: There was a high degree of 
concordance among the observers in the determination of mammographic 
density (Kappa, Pearson and Spearman index - p<0.001). The associations of 
clinical characteristics with mammographic density were: age (p=0,04), body 
mass index (p<0.0001), age at menarche (p=0.02), age at menopause 
(p=0.120), age at first delivery (p=0.120) and parity (p=0.09). The relation 
between the allele distribution of the polymorphisms and the density was: XbaI 
(p=0.02), HaeIII (p=0.65) and MspI (p=0.65). Conclusion: Polymorphism XbaI 
and the clinical factors age, menarche and body mass index showed to be 
associated with postmenopausal mammographic density.   
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